Conjugative plasmids and phylo-groups of Escherichia coli strains from poultry by Lovšin, Žana
 
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ MOLEKULSKE IN FUNKCIONALNE BIOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
 
Žana LOVŠIN 
 
 
 
KONJUGATIVNI PLAZMIDI IN FILOGENETSKE 
SKUPINE SEVOV BAKTERIJE Escherichia coli, 
IZOLIRANIH IZ PERUTNINE 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
 
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ MOLEKULSKE IN FUNKCIONALNE BIOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
 
 
Žana LOVŠIN 
 
 
 
KONJUGATIVNI PLAZMIDI IN FILOGENETSKE SKUPINE SEVOV 
BAKTERIJE Escherichia coli, IZOLIRANIH IZ PERUTNINE 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
 
CONJUGATIVE PLASMIDS AND PHYLO-GROUPS OF Escherichia 
coli STRAINS FROM POULTRY 
 
M. SC. THESIS 
Master Study Programmes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019
II 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje Molekulske in 
funkcionalne biologije. Delo je bilo opravljeno na Katedri za molekularno genetiko na 
Oddelku za biologijo Biotehniške fakultete v Ljubljani. 
Študijska komisija je za mentorico magistrskega dela imenovala doc. dr. Jernejo Ambrožič 
Avguštin, za somentorico prof. dr. Olgo Zorman-Rojs in za recenzentko prof. dr. Darjo 
Žgur Bertok. 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
Predsednik: doc. dr. Martina Turk 
          Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
Član: doc. dr. Jerneja Ambrožič Avguštin 
         Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
Član: prof. dr. Olga Zorman Rojs 
         Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, Inštitut za perutnino, ptiče, male sesalce 
         in plazilce 
Član: prof. dr. Darja Žgur Bertok 
         Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 10. 9. 2019 
 
Žana Lovšin 
III 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2 
DK UDK 579 (043.2) 
KG biologija, Escherichia coli, perutnina, konjugativni plazmidi, odpornost proti 
protimikrobnim učinkovinam, filogenetske skupine, dejavniki virulence 
AV LOVŠIN, Žana, dipl. biol. (UN)  
SA AMBROŽIČ AVGUŠTIN, Jerneja (mentor)/ZORMAN-ROJS, Olga (somentor)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, študij molekulske in funkcionalne 
biologije, magistrski študijski program druge stopnje biologije 
LI 2019  
IN KONJUGATIVNI PLAZMIDI IN FILOGENETSKE SKUPINE SEVOV 
BAKTERIJ Escherichia coli IZOLIRANIH IZ PERUTNINE  
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP XIII, 72 str., 13 pregl., 15 sl., 8 pril., 74 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Analizirali smo 106 izolatov bakterije Escherichia coli, ki so jih osamili na  
Veterinarski fakulteti Univerze v Ljubljani iz vzorcev pridobljenih na različnih 
perutninskih farmah v Sloveniji. Pri 35,85 % izolatov smo potrdili prisotnost konjugativnih 
plazmidov, ki posredujejo fenotipsko odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu, cefotaksimu, 
kloramfenikolu ali trimetoprimu, proti ciprofloksacinu in kolistinu ni bil odporen noben 
izolat. Največ konjugativnih plazmidov smo dokazali v izolatih iz zraka, fecesa in krme v 
hlevih, najmanj pa pri jatah s kolibacilozo (visok pogin). Za potrditev pravih 
transkonjugant smo uporabili različne molekularne metode, vključno z ugotavljanjem 
filogenetske skupine in profilov ERIC-PCR donorja in transkonjugant. V povezavi s 
filogenetskimi skupinami smo primerjali tudi prvotni in prenovljeni protokol za 
razvrščanje E. coli v skupine. Med drugim smo ugotovili, da se nekateri izolati, iz prvotne  
skupine  A1 s prenovljenim premestijo v skupino C, kar nam olajša razlikovanje med 
donorji in transkonjugantami. Skupaj je bilo v druge skupine premeščenih 26,42 % 
izolatov. Zaradi možne povezave med uvrstitvijo v filogenetsko skupino in prisotnostjo 
nekaterih genov za dejavnike virulence smo analizirali prevalenco izbranih genov z 
zapisom za adhezine, sisteme za privzem železa, izogibanje imunskemu sistemu, toksine in 
porin pri izolatih v posamezni filogenetski skupini. Ugotovili smo, da je bilo največ  
izolatov z dejavniki virulence iz skupine B2, najmanj pa iz skupine A. Zanimiva je skupina 
F, v kateri so večinoma izolati iz jat s kolibacilozo (visok pogin), ki imajo zapise za več 
dejavnikov virulence hkrati. Med najpomembnejšimi so sistemi za privzem železa; pri vseh 
izolatih skupine F so namreč prisotni kar trije. Zanimivo je tudi, da iz te skupine ni bilo 
nobenega izolata, iz katerega bi s konjugacijo lahko prenesli genski zapis/e za odpornost. 
IV 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du2 
DC UDC 579 (043.2) 
CX biology, Escherichia coli, poultry, conjugative plasmids, resistances, phylogenetic 
groups, virulence factors 
AU LOVŠIN, Žana 
AA AMBROŽIČ AVGUŠTIN, Jerneja (supervisor)/ZORMAN-ROJS, Olga (co-
advisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programme in 
Molecular and functional Biology 
PY 2019 
TI CONJUGATIVE PLASMIDS AND PHYLO-GROUPS OF Escherichia coli 
STRAINS FROM POULTRY  
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XIII, 72 p., 13 tab., 15 fig., 8 ann., 74 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB We analysed 106 Escherichia coli isolates, retrieved from poultry farm samples 
from different parts of Slovenia and isolated at the Veterinary faculty of the 
University of Ljubljana. In 35,85 % of isolates we confirmed the presence of 
conjugative plasmids that confer phenotypic resistance against ampicillin, 
tetracycline, cefotaxime, chloramphenicol or trimethoprim. None of the isolates 
was resistant against ciprofloxacin or colistin. While the majority of the conjugative 
plasmids were detected in isolates from air, feces and food in stalls, a lower 
proportion was found in isolates from flocks with high mortality due to 
colibacillosis. For transconjugant confirmation we used different molecular 
methods, including phylogenetic grouping and ERIC-PCR profiles of donors and 
transconjugants. Additionally, grouping of E. coli into phylogenetic groups 
according to the original and revised protocol was compared. Some isolates from 
previous group A1 thus were reassigned to group C, allowing a better distinction 
between donors and transconjugants. Together, 26.42 % of isolates were 
reassigned. The prevalence of selected virulence factor genes encoding adhesins, 
iron uptake systems, immune evasion factors and toxins was analysed in order to 
find possible links to phylogenetic group classification. Isolates with more or less 
virulence factor genes belonged to phylogenetic group B2 and A, respectively.  
Isolates from group F were predominantly retrieved from flocks with colibacillosis 
and have multiple virulence factors genes, including at least three iron acquisition 
systems. Interestingly, phylogenetic group F isolates were the only from which 
resistance determinants could not be transferred by conjugation.  
V 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
KAZALO VSEBINE 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ....................................................... III 
KEY WORDS DOCUMENTATION ................................................................................. IV 
KAZALO VSEBINE ............................................................................................................ V 
KAZALO PREGLEDNIC ................................................................................................... IX 
KAZALO SLIK .................................................................................................................... X 
KAZALO PRILOG ............................................................................................................. XI 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI .............................................................................................. XII 
1 UVOD ................................................................................................................................ 1 
1.1 NAMEN DELA ........................................................................................................... 2 
1.2 HIPOTEZE .................................................................................................................. 2 
2 PREGLED OBJAV .......................................................................................................... 3 
2.1 BAKTERIJA Escherichia coli .................................................................................... 3 
2.2 KONJUGATIVNI PLAZMIDI ................................................................................... 4 
2.3 PROTIMIKROBNE UČINKOVINE  IN MEHANIZMI ODPORNOSTI ................. 5 
2.3.1 β-laktamski antibiotiki ....................................................................................... 5 
2.3.1.1 Penicilini ........................................................................................................ 6 
2.3.1.2 Cefalosporini ................................................................................................. 6 
2.3.1.3 Odpornost proti β-laktamskim antibiotikom ................................................. 7 
2.3.2 Kinoloni ............................................................................................................... 8 
2.3.2.1 Ciprofloksacin ............................................................................................... 9 
2.3.2.2 Odpornost proti kinolonom ........................................................................... 9 
2.3.3 Tetraciklin ........................................................................................................... 9 
2.3.4 Kloramfenikol ................................................................................................... 10 
2.3.5 Trimetoprim ...................................................................................................... 10 
2.3.6 Natrijev Azid ..................................................................................................... 10 
2.3.7 Kolistin ............................................................................................................... 10 
2.4 DEJAVNIKI VIRULENCE ...................................................................................... 11 
2.5 FILOGENETSKE SKUPINE .................................................................................... 12 
3 MATERIAL IN METODE ............................................................................................ 15 
3.1 MATERIAL .............................................................................................................. 15 
3.1.1 Bakterijski sevi .................................................................................................. 15 
3.1.1.1 Laboratorijski sevi ....................................................................................... 15 
3.1.1.2 Izolati E. coli iz perutninske reje ................................................................. 15 
VI 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
3.1.2 Gojišča ............................................................................................................... 15 
3.1.2.1 Priprava trdnih gojišč LB ............................................................................ 15 
3.1.2.2 Priprava trdnih gojišč LB z dodanimi antibiotiki ........................................ 16 
3.1.2.3 Priprava tekočih gojišč LB .......................................................................... 16 
3.1.2.4 Priprava tekočih gojišč LB z antibiotiki ...................................................... 16 
3.1.2.5 Priprava trdnih gojišč BHI ........................................................................... 16 
3.1.2.6 Priprava trdnih gojišč MacConkey z natrijevim azidom ............................. 16 
3.1.3 Kemikalije ......................................................................................................... 16 
3.1.3.1 Priprava založnih raztopin antibiotikov ....................................................... 17 
3.1.4 Encimi ................................................................................................................ 18 
3.1.5 Pufri in reagenti ................................................................................................ 18 
3.1.6 Komplet za izolacijo fragmentov DNA iz gela ............................................... 19 
3.1.7 Pribor in oprema .............................................................................................. 19 
3.2 METODE .................................................................................................................. 20 
3.2.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) ............................................................. 20 
3.2.1.1 Priprava celičnega lizata – vzorčne DNA.................................................... 20 
3.2.1.2 Začetni oligonukleotidi in reakcijska mešanice za PCR ............................. 20 
3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza ........................................................................ 31 
3.2.3 Konjugacija na trdnem gojišču ....................................................................... 32 
3.2.3.1 Konjugacija proučevanih izolatov z recipientom J53.................................. 32 
3.2.3.2 Konjugacija proučevanih sevov z recipientom RU4404 ............................. 33 
3.2.4 Konjugacija v tekočem gojišču ........................................................................ 33 
3.2.5 Potrjevanje transkonjugant ............................................................................. 34 
3.2.5.1 Potrjevanje s filogenijo (Clermont in sod., 2000) ....................................... 34 
3.2.5.2 Potrjevanje z dokazovanjem prisotnosti genov za dejavnike virulence ...... 34 
3.2.5.3 Potrjevanje transkonjugant na podlagi  ERIC-PCR .................................... 34 
3.2.6 Mutageneza z UV svetlobo ............................................................................... 35 
3.2.7 Alkalna hidroliza .............................................................................................. 35 
3.2.8 Restrikcija plazmidne DNA ............................................................................. 36 
3.2.9 Določanje tipa β-laktamaz: SHV ..................................................................... 36 
3.2.10 Statistične metode ........................................................................................... 37 
4 REZULTATI ................................................................................................................... 38 
4.1 UGOTAVLJANJE KLONALNOSTI ....................................................................... 38 
4.2 ANALIZA IZOLATOV V POVEZAVI S FILOGENETSKIMI SKUPINAMI....... 38 
4.2.1 Razvrstitev izolatov v filogenetske skupine .................................................... 38 
VII 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
4.2.2 Primerjava razvrstitve izolatov v filogenetske skupine glede na protokol . 39 
4.2.3 Primerjava razvrstitve izolatov v filogenetske skupine glede na vir 
vzorčenja ............................................................................................................ 40 
4.2.4  Delež izolatov iz posameznih filogenetskih skupin, v skupinah izolatov iz 
okolja, organov in jat s kolibacilozo ................................................................ 40 
4.2.5 Delež izolatov E. coli z encimi ESBL in AmpC v posameznih filogenetskih 
skupinah ............................................................................................................. 41 
4.2.6 Delež izolatov z izbranimi geni za dejavnike virulence  v posameznih 
filogenetskih skupinah ...................................................................................... 42 
4. 3. ANALIZA IZOLATOV V POVEZAVI Z ODPORNOSTJO PROTI 
ANTIBIOTIKOM ............................................................................................................ 44 
4.3.1 Odpornost proti antibiotikom pri izolatih iz analizirane zbirke E. coli ...... 44 
4.3.2. Konjugativni prenos plazmidov z zapisom za odpornost proti izbranim 
antibiotikom ....................................................................................................... 45 
4.3.2.1 Konjugacija na ploščah z gojiščem BHI in izolacija transkonjugant .......... 45 
4.3.3 Delež izolatov s konjugativnimi plazmidi z zapisom za odpornost proti 
izbranim antibiotikom ...................................................................................... 47 
4.3.4 Delež ESBL in AmpC pozitivnih izolatov E. coli, s konjugativnimi plazmidi 
z zapisom za odpornost proti izbranim antibiotikom .................................... 49 
4.3.5 Konjugacija v tekočemu gojišču in frekvenca konjugativnega prenosa 
genskih zapisov za odpornost proti izbranim antibiotikom .......................... 50 
4.3.6 Uvrstitev izolatov s konjugativnimi plazmidi v filogenetske skupine .......... 51 
4.3.7 Razvrstitev izolatov s konjugativnimi plazmidi glede na vir izolata ........... 52 
4.3.8 Restrikcijski profili konjugativnih plazmidov ............................................... 52 
4.3.9 Prisotnost genov z zapisom za dejavnike virulence pri izolatih s 
konjugativnimi plazmidi .................................................................................. 53 
4.3.10 Prisotnost virulentnih dejavnikov pri ESBL- in AmpC-pozitivnih izolatih 
E. coli s konjugativnimi plazmidi .................................................................... 53 
4.4 PRIMERJAVA PRISOTNOSTI DEJAVNIKOV VIRULANCE MED SKUPINAMI 
IZOLATOV IZ OKOLJA, ORGANOV IN JAT Z VISOKIM POGINOM ................... 54 
5 RAZPRAVA .................................................................................................................... 57 
5.1 ANALIZA IZOLATOV V POVEZAVI S FILOGENETSKIMI SKUPINAMI....... 57 
5.2 ANALIZA IZOLATOV V POVEZAVI Z ODPORNOSTJO PROTI 
ANTIBIOTIKOM ............................................................................................................ 58 
5.2.1 Težave pri potrjevanju transkonjugant ......................................................... 58 
5.2.2 Konjugativni plazmidi z zapisom za odpornost proti izbranim antibiotikom
 ............................................................................................................................. 58 
5.2.3 Frekvenca konjugacije ..................................................................................... 60 
VIII 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
5.2.4 Filogenetske skupine izolatov s konjugativnimi plazmidi ............................ 60 
5.2.5 Prisotnost genov z zapisom za dejavnike virulence pri izolatih s 
konjugativnimi plazmidi .................................................................................. 60 
5.2.5.1 Prisotnost genov z zapisom za dejavnike virulence pri izolatih s 
konjugativnimi plazmidi v povezavi s filogenetskimi skupinami ........................... 61 
6 SKLEPI ........................................................................................................................... 62 
7 POVZETEK .................................................................................................................... 64 
8 VIRI ................................................................................................................................. 65 
   ZAHVALA 
   PRILOGE 
  
IX 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
KAZALO PREGLEDNIC 
 
Preglednica 1: Laboratorijski sevi Escherichia coli, ki smo jih uporabili pri delu. ........... 15 
Preglednica 2: Število izolatov iz posamezne skupine glede na vir izolacije .................... 15 
Preglednica 3: Založne in uporabljene koncentracije antibiotikov v gojišču LB. ............. 16 
Preglednica 4: Založne raztopine antibiotikov in uporabljena topila. ................................ 18 
Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja 
začetnih oligonukleotidov, razmere pomnoževanja, pričakovana velikosti pomnožkov ter 
reference. ............................................................................................................................. 21 
Preglednica 6: Reakcijske mešanice PCR-reakcij za posamezne gene ali skupine genov. 29 
Preglednica 7: Ustrezna količina agaroze za pripravo agaroznega gela za elektroforezo 
glede na volumen in željeno gostoto gela ............................................................................ 31 
Preglednica 8: Razvrstitev izolatov v filogenetske skupine glede na prvotni protokol ..... 39 
Preglednica 9: Razvrstitev izolatov v filogenetske skupine glede na prenovljeni protokol
 ............................................................................................................................................. 39 
Preglednica 10: Primerjava deležev izolatov z geni za izbrane dejavnike virulence v 
posameznih filogenetskih skupinah. .................................................................................... 43 
Preglednica 11: Frekvence konjugacije za izbrane donorske seve po selekciji 
transkonjugant na različnih gojiščih .................................................................................... 51 
Preglednica 12: Primerjava prisotnosti genov za dejavnike virulence med skupinama 
izolatov iz organov in jat s kolibacilozo. ............................................................................. 55 
Preglednica 13: Primerjava prisotnosti genov za dejavnike virulence med skupinama 
izolatov iz okolja in jat s kolibacilozo. ................................................................................ 56 
 
  
X 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
KAZALO SLIK 
 
Slika 1: Shema potrjevanja transkonjugant. ........................................................................ 34 
Slika 2: Ugotavljanje klonalnosti na podlagi slike agaroznega gela profilov ERIC-PCR. . 38 
Slika 3: Delež zastopanosti izolatov iz filogenetskih skupin določenih po prvotnem 
protokolu, v skupinah, ugotovljenih po prenovljenem protokolu. ...................................... 40 
Slika 4: Primerjava razvrstitve izolatov v filogenetske skupine glede na vir vzorčenja. ... 40 
Slika 5: Delež zastopanosti sevov iz posameznih filogenetskih skupin v skupinah izolatov 
iz okolja, organov in jat s kolibacilozo. ............................................................................... 41 
Slika 6: Delež izolatov z zapisom za encime ESBL-SHV-12, ESBL-CTX-M-1 in AmpC-
CIT v filogenetskih skupinah glede na prenovljeni protokol. ............................................. 41 
Slika 7: Potrjevanje transkonjugant z uvrščanjem v filogenetske skupine na primeru TK 
donorja 64 AMPR-CTXR ..................................................................................................... 46 
Slika 8: Potrjevanje transkonjugant s primerjavo profilov ERIC-PCR na primeru TK 
donorja 20 ............................................................................................................................ 46 
Slika 9: Potrjevanje transkonjugant na primeru donorja 28 ................................................ 47 
Slika 10: Delež izolatov s konjugativnimi plazmidi z zapisom  za odpornost proti 
selekcioniranim antibiotikom. ............................................................................................. 49 
Slika 11: Delež različnih fenotipskih rezistotipov pri transkonjugantah v skupinah ESBL-
SHV-12, ESBL-CTX-M-1, AmpC-CIT in ostalih transkonjugant ..................................... 50 
Slika 12: Deleži različnih rezistotipov transkonjugant glede na filogenetsko skupino 
donorskega izolata, določeno po prenovljenem protokolu. ................................................. 52 
Slika 13: Delež rezistotipov transkonjugant glede na izvor donorskega izolata ................. 52 
Slika 14: Prisotnost genov za dejavnike virulence pri izolatih s konjugativnimi plazmidi. 53 
Slika 15: Prisotnost genov za dejavnike virulence pri ESBL-SHV-12, ESBL-CTX-M-1, 
AmpC-CIT pozitivnih in ostalih izolatih s konjugativnimi plazmidi .................................. 54 
 
XI 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
KAZALO PRILOG 
 
Priloga A: Seznam vseh izolatov, ki smo jih uporabili v tej magistrski nalogi. 
Priloga B: Potrjevanje transkonjugant-primer 31 AMP. 
Priloga C: Potrjevanje transkonjugant-primer 83 AMP. 
Priloga D: Potrjevanje transkonjugant-primer 33. 
Priloga E: Potrjevanje transkonjugant- primer 16. 
Priloga F: Potrjevanje transkonjugant-primer 105 AMP. 
Priloga G: Potrjevanje transkonjugant-primer 90 TET. 
Priloga H: Primeri restrikcijskih profilov plazmidov. 
  
XII 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
AMP  ampicilin 
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ARB   proti protimikrobnim učinkovinam odporna bakterija (angl: antimicrobial 
   resistant bacteria) 
ARD  determinante odpornosti proti antibiotikom (iz angl.: antibiotic resistance 
   determinants) 
ARG   geni za odpornost proti protimikrobnim učinkovinam (angl.: antibiotic 
   resistance genes) 
AZI  natrijev azid 
BHI  bogato gojišče z izvlečkom možganov in srca gojišče (iz angl.: brain hearth 
  infusion) 
bp  bazni par 
CAM  kloramfenikol 
CAT   kloramfenikol acetil transferaze (iz angl.: chloramphenicol acetyl  
  transferases) 
CIP  ciprofloksacin 
CTX  cefotaksim 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (iz angl.: deoxyribonucleic acid) 
dH2O  destilirana voda 
E. coli  bakterija Escherichia coli 
ECDC  Evropski center za preventivo in nadzor bolezni (iz angl.: European Centre 
  for Disease Prevention and Control) 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina (iz angl.: ethylenediaminetetraacetic acid) 
EHEC  enterohemoragične E. coli  (iz angl.: Enterohemorrhagic E. coli) 
EPEC  enteropatogene E. coli (iz angl.: Enteropathogenic E. coli) 
ESBL  β-laktamaze z razširjenim spektrom delovanja (iz angl.: Extended-Spectrum 
  β-Lactamases)    
EtBr  etidijev bromid 
ETEC  enterotoksigene E. coli (iz angl.: Enterotoxigenic E. coli) 
ExPEC izvenčrevesne patogene E. coli (iz angl.: Extraintestinal pathogenic E. coli) 
HGT   horizontalni prenos genov (angl.: horizontal gene transfer) 
InPEC  črevesne patogene E. coli (angl.: Intestinal Pathogenic E. coli) 
IS   insercijska sekvenca 
kb  kilobaza 
LB  gojišče Luria-Bertani 
MGE   mobilni genetski element 
msDNA enoverižna DNA v več kopijah (iz angl.: multicopy-single-stranded DNA) 
NT   nerazvrščeni izolati (iz angl.: not typable) 
pAmpC plazmidno zapisane β-laktamaze iz skupine AmpC 
XIII 
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PBP   penicilin-vezavni proteini (iz angl.: penicillin binding proteins) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (iz angl.: polymerase chain reaction) 
PMQR  plazmidno posredovana odpornost proti kinolonom (iz angl.: plasmid- 
  mediated quinolone -resistance) 
QRDR  kromosomska regija povezana z odpornostjo proti kinolonom (iz angl.: 
  Quinolone Resistance Determining Region) 
ST   sekvenčna skupina (iz angl.: sequence type) 
TBE  tris-boratni elektroforezni pufer (angl.: Tris-Borate-EDTA buffer) 
TET  tetraciklin 
TK   transkonjuganta 
TMP  trimetoprim 
UV  ultravijolična svetloba 
VFG   gen za dejavnik virulence (angl.: virulence factor gene) 
vrt./min vrtljaji na minuto 
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1 UVOD 
Escherichia coli (v nadaljevanju E. coli) je običajna komenzalna bakterija v prebavnem 
traktu toplokrvnih živali, vključno s človekom. Genom E. coli je znan po svoji plastičnosti-
prilagodljivosti, zato se lahko hitro spreminja, predvsem s pridobitvijo dodatnih genskih 
zapisov za dejavnike virulence ali odpornost proti protimikrobnim učinkovinam. Sevi, ki 
imajo enega ali več ustreznih genov za dejavnike virulence (v nadaljevanju VFG; iz angl. 
virulence factor gene) in/ali se vnesejo v sicer sterilne organe ali organske sisteme, lahko 
postanejo patogeni in povzročijo številne okužbe tako pri človeku, kot pri živalih. Ločimo 
lahko med črevesnimi in izvenčrevesnimi okužbami. Slednje predstavljajo velik problem 
za javno zdravstvo, saj imajo lahko poleg VFG tudi genske zapise, ki posredujejo 
odpornost proti eni ali več protimikrobnim učinkovinam (v nadaljevanju ARG; iz angl.: 
antibiotic resistance genes). Za zdravljenje teh okužb je na voljo veliko protimikrobnih 
spojin, vendar pa je v resničnem življenju ustrezna izbira zelo težavna, saj se pojavlja vse 
več večkratno odpornih sevov. Nastanek teh je, ob vse večjem selekcijskem pritisku zaradi 
velike uporabe protimikrobnih učinkovin, tesno povezan s horizontalnim prenosom (v 
nadaljevanju HGT; iz angl.: horizontal gene transfer) ARG. Pri bakteriji E. coli je do sedaj, 
v povezavi s širjenjem ARG, najbolje poznan mehanizem konjugacija, čeprav, zlasti v 
zadnjih letih, raziskovalci vse večji pomen pripisujejo tudi transdukciji. Protimikrobne 
učinkovine se za zdravljenje bakterijskih okužb uporabljajo že zelo dolgo. Pomemben 
mejnik je bilo Flemingovo odkritje penicilina, ki mu je sledilo odkrivanje in uporaba 
številnih novih spojin, ki so rešile življenja mnogih ljudi. Vendar je njihova prekomerna, in 
pogosto neustrezna uporaba privedla do pojava odpornih sevov. Poleg uporabe v humani in 
veterinarski medicini, se velike količine teh učinkovin uporabi tudi v kmetijstvu, predvsem 
pri vzreji živali, kar dodatno omogoča pojav in selekcijo proti protimikrobnim 
učinkovinam odpornih bakterij (v nadaljevanju ARB; iz angl: antimicrobial resistant 
bacteria), ki se lahko s prehransko verigo prenesejo na človeka in njegove družne živali, 
oziroma ostanejo v okolju. V Evropi je uporaba protimikrobnih učinkovin v vzreji živali 
omejena na zdravljenje in mora biti predpisana s strani veterinarjev. Seveda pa nimajo vse 
države nadzora nad njihovo uporabo (predvsem manj razvite države), kjer je ta 
problematika zato še bolj izrazita. Ostanki protimikrobnih učinkovin ne pospešujejo 
selekcije ARB samo v primarnem rejnem okolju, ampak zaradi onesnaženost odpadnih 
produktov farm, tudi v drugih okoljih.  
Poleg selekcije odpornih bakterij, pa je za evolucijo novih, odpornih in večkratno odpornih 
sevov, pomembna rekombinacija ARG v in med bakterijskimi populacijami, kar omogoča 
HGT z mobilnimi genetskimi elementi. Pri E. coli je najbolje in največkrat opisan 
mehanizem v povezavi z ARG konjugacija. To je prenos plazmida z ARG iz t.i. donorske 
bakterije v recipientsko bakterijo. Čeprav so plazmidi lahko kriptični, to pomeni, da nimajo 
zapisa za fenotipske lastnosti in jim je posledično v naravnih okoljih težko slediti, najbolje 
poznamo takšne, ki bakterijam omogočijo boljše preživetje, predvsem v selektivnem 
okolju (npr. v prisotnosti protimikrobne učinkovine ali težke kovine).  
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Med najbolj problematične plazmidno posredovane determinante odpornosti uvrščamo 
gene za β-laktamaze, ki posredujejo odpornost proti širokemu naboru β-laktamskih 
antibiotikov. So pomemben dejavnik pri povečevanju števila odpornih in večkratno 
odpornih sevov, povezujejo pa jih tudi z večjo virulenco. Prisotnost teh encimov je bila 
potrjena pri bakterijah iz različnih okolij; prebavil človeka in živali, okoljskih vzorcih farm 
rejnih živali, živil in odpadnih vod. Med najbolj problematične prištevamo β-laktamaze z 
razširjenim spektrom delovanja (v nadaljevanju ESBL; iz angl.: extended-spectrum beta-
lactamases) in plazmidno zapisane cefalosporinaze iz skupine AmpC. Bakterije z geni za te 
encime lahko zasledimo tudi med zdravimi ljudmi, kar mnogi povezujejo s prenosom iz 
živali na ljudi preko kontakta ali prehranske verige, če živila niso zadostno toplotno 
obdelana. Na učinkovito širjenje nakazujejo tudi nekateri aleli teh genov, ki so bili potrjeni 
v perutninskem mesu in človeških vzorcih v različnih evropskih državah, zato nekatere β-
laktamaze pogosto povezujejo tudi s perutninsko industrijo. 
Zaradi pomembnosti problematike morajo pri reševanju vprašanj povezanih s širjenjem in 
možnostjo omejevanja večkratno odprnih bakterij sodelovati različni strokovnjaki, od 
zdravnikov, veterinarjev, mikrobiologov, ekologov, agronomov do pravnikov in politikov. 
V tem trenutku je najbolj učinkovit način boja proti pojavljanju oziroma selekciji novih 
genskih zapisov za odpornost in širjenju znanih predvsem preudarna uporaba 
protimikrobnih učinkovin in uporaba specifičnega zdravljenja. Ob tem pa je nujno 
potrebno dopolniti vedenje o mehanizmih in dejavnikih, ki vplivajo na širjenje ARG, in 
opredeliti dejansko stanje v različnih okoljih.  
1.1 NAMEN DELA 
V pričujočem delu smo analizirali izolate E. coli iz perutninske reje v Sloveniji.  
Osredotočili smo se predvsem na možnost širjenja izbranih determinant odpornosti proti 
antibiotikom s konjugacijo. Ugotoviti smo želeli ali obstaja povezava med prisotnostjo 
konjugativnih plazmidov z ARG, naborom dejavnikov virulence v donorskih sevih, 
poreklom seva in uvrstitvijo donorskega seva v filogenetsko skupino, določeno po 
prvotnem in prenovljenem protokolu.  
1.2 HIPOTEZE 
- V sevih E. coli iz rej perutnine so prisotni tudi konjugativni plazmidi, ki imajo zapise za 
odpornost proti nekaterim pomembnim antibiotikom. 
- Delež izolatov v filogenetskih skupinah po novem sistemu se razlikuje od deleža, ki ga 
ugotovimo s prvotnim načinom razvrstitve. 
- Med filogenetskimi skupinami in nekaterimi virulentnimi dejavniki obstaja povezava.  
- Med filogenetskimi skupinami in prisotnostjo konjugativnih plazmidov ni povezave. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJA Escherichia coli  
Escherichia coli je po Gramu negativna bakterija. Ker je že nekaj desetletij uveljavljeni 
modelni organizem za genetske raziskave, so za to vrsto na razpolago številni podatki o 
genomih, transkriptomih, mobilnih genetskih elementih, itd. Poleg tega poznamo številne 
dobro opredeljene seve, še zlasti v povezavi s patogenostjo in odpornostjo proti 
protimikrobnim učinkovinam. Bakterija je običajno komenzalna v prebavnem traktu 
toplokrvnih živali, vključno s človekom. S primernim naborom genov za dejavnike 
virulence oziroma po kolonizaciji, sicer sterilnih organov in organskih sistemov v telesu1, 
pa lahko postane patogena povzročiteljica številnih okužb. Patogene seve v grobem delimo 
na črevesne patogene E. coli – InPEC (iz angl.: Intestinal Pathogenic E. coli) in 
izvenčrevesne patogene E. coli - ExPEC (iz angl.: Extraintestinal pathogenic E. coli) 
(Sannes in sod., 2004). Klinične skupine teh sevov razvrščamo glede na njihovo 
virulentnost, mehanizem okužbe, simptome, interakcijo s črevesnimi enterocitami, tkivni 
tropizem in pogosto tudi glede na uvrstitev v filogenetsko skupino (Rojas-Lopez in sod., 
2018). Sevi ExPEC se večinoma uvrščajo v filogenetski skupini B2 in D glede na prvotni 
protokol razvrščanja, komenzalni in sevi povezani s črevesnimi okužbami pa so razvrščeni 
v ostale skupine (Vila in sod., 2016). Med črevesnimi patogenimi sevi ločimo 
enterotoksigene (ETEC) in enteropatogene seve E. coli (EPEC), ki so zelo pogosti 
povzročitelji okužb v manj razvitih državah s slabimi sanitarnimi razmerami, 
enteroinvazivne E. coli (EIEC), enteroagregativne E. coli (EAEC) in difuzno adherentne E. 
coli (DAEC). V bolj razvitih delih sveta pa je z vidika črevesnih okužb bolj pomembna 
skupina enterohemoragičnih E. coli (EHEC) (Rojas-Lopez in sod., 2018). 
Sevi ExPEC povzročajo okužbe urogenitalnega trakta, predvsem sečil, krvnega obtoka, 
respiratornega trakta, cerebrospinalne tekočine, mehkih tkiv in peritoneja. Zelo pogosto jih 
izoliramo iz bolnišničnega okolja in domačega okolja, zato so z medicinskega in 
ekonomskega vidika zelo pomembni (Bajaj in sod., 2016). Zanje so značilne lastnosti, ki 
jim pomagajo pri preživetju, kot so sistemi za pritrditev na gostitelja, privzem hranil, 
kompeticijo ter izogibanje obrambnim mehanizmom gostitelja (Johnson in Russo, 2005). 
Različni ExPEC-sevi imajo različne kombinacije VFG, ki se prenašajo tako vertikalno (na 
potomce) kot tudi horizontalno (z mobilnimi genetskimi elementi) v bakterijski populaciji, 
predvsem s plazmidi in bakteriofagi (Hacker in Carniel, 2001).  
                                                 
 
 
 
 
1 Vse več je raziskav, ki kažejo na to, da nič ni sterilno. Za nekatere organske sisteme že dolgo vemo, da 
imajo svojo naravno mikrobioto, sedaj pa se ta odkriva tudi v okoljih, ki so bila dolgo obravnavana kot 
sterilna, na primer v človeški krvi (Castillo in sod., 2019). 
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Ena od skupin sevov ExPEC so tudi za ptice patogeni sevi E. coli (sevi APEC; iz 
angl.:avian pathogenic E. coli), ki lahko povzročajo številne oblike kolibaciloze. Odvisno 
od patogenosti seva, občutljivosti gostitelja in negativnih dejavnikov okolja, se okužba 
lahko kaže kot septikemija z visokim poginom ali pa kot lokalizirana vnetja seroznih open, 
organov in tkiv. Kolibaciloze povzročijo tudi do 20 % pogin, posredne škode, zaradi 
uporabe kemoterapevtikov in pogostih zaplemb trupov ob zakolu, pa so še večje. 
K patogenosti E. coli prispevajo nekateri dejavniki virulence, kot so adhezini, invazini, 
toksini, proteini za privzem železa in proteini serumske odpornosti. APEC sevi se lahko 
razvijejo iz različnih linij E. coli, ki pridobijo značilne dejavnike virulence. Črevesni trakt 
mladih piščancev je idealno okolje za bakterijsko kolonizacijo s sevi z vertikalnim 
prenosom, ali s tistimi iz valilnice, transporta in okolja na farmah in v krmi. Črevesje ptic 
zato predstavlja pomemben rezervoar za seve E. coli (Kemmett in sod., 2013). Starejše 
raziskave kažejo, da septični izolati E. coli iz ljudi in živali pripadajo le nekaj skupnim 
klonalnim linijam (Janßen in sod., 2001). 
Za zdravljenje okužb, ki jih povzročajo sevi E. coli, je (bilo) na voljo veliko 
protimikrobnih spojin oziroma antibiotikov, od penicilinov, cefalosporinov, 
monobaktamov, karbapenemov, fluorokinolonov, aminoglikozidov in inhibitorjev sinteze 
nukleinskih kislin, kot sta trimetoprim in sulfometaksazol. Vendar pa je v zadnjem času 
ustrezna izbira pogosto zelo težavna, saj se pojavlja vse več odpornih in večkratno 
odpornih sevov. Po poročanjih ECDC (iz angl.: European Centre for Disease Prevention 
and Control) se je v preteklih treh desetletjih zelo povečalo število sevov odpornih proti 
fluorokinolonom in β-laktamskim antibiotikom. Proti slednjim predvsem zaradi širjenja 
plazmidno zapisanih β-laktamaz iz skupine ESBL in pAmpC (Magiorakos in sod., 2012).  
2.2 KONJUGATIVNI PLAZMIDI 
Povečanje števila odpornih sevov je pogosto povezano z determinantami na mobilnih 
genetskih elementih, ki se lahko širijo s horizontalnimi prenosi v bakterijskih populacijah. 
Pri sevih E. coli je najbolje opisan prenos s konjugativnimi plazmidi. Naravni plazmidi 
imajo sisteme, ki jim zagotavljajo neodvisno podvojevanje, uravnavo števila kopij 
plazmida in stabilno dedovanje med celično delitvijo (Thomas in Nielsen, 2005). Pridobijo 
lahko mobilne genetske elemente, kot so insercijske sekvence (IS), in integrone ki 
mobilizirajo gene za odpornost proti antibiotikom iz kromosomov/plazmidov gostiteljskih 
bakterij. Možnost in pogostost konjugativnih prenosov v laboratoriju pogosto opredelimo s 
frekvenco konjugacije, ki nam opiše, na koliko recipientskih bakterijskih celic v populaciji 
prejme ena celica plazmid. Čeprav je frekvenca konjugacije, ugotovljena v laboratoriju, 
odvisna od številnih, za sev specifičnih in drugih dejavnikov, jo obravnavamo kot okvirni 
podatek za simulacijo dogodkov v naravnih sistemih (Miriagou in sod., 2006).  
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2.3 PROTIMIKROBNE UČINKOVINE  IN MEHANIZMI ODPORNOSTI 
Protimikrobne učinkovine so naravne ali sintetično pridobljene snovi, ki ubijejo 
mikroorganizme ali preprečijo njihovo rast. Med te snovi sodijo tudi antibiotiki, ki so po 
definiciji Selmana Waksmana iz leta 1942 naravne spojine, ki jih izdelujejo bakterije ali 
glive in že zelo razredčene zaustavijo rast drugih bakterij ali jih uničijo. Ker se v  
raziskovalni, in tudi širši javnosti pogosto uporablja izraz antibiotiki tudi za učinkovine, ki 
so pridobljene s kemijsko modifikacijo »naravnih antibiotikov« ali so v celoti proizvod 
kemijske sinteze in imajo protimikrobno delovanja, bomo v nadaljevanju naloge za 
obravnavane protimikrobne učinkovine uporabili termin antibiotiki. Čeprav najdemo 
dokaze o uporabi antibiotikov že pri starodavnih kulturah, kot npr. sledi tetraciklina v 
skeletnih ostankih starih Egipčanov in Rimljanov (Cook in sod., 1989), predstavlja njihovo 
načrtno odkrivanje, uporaba in razvoj enega izmed največji dosežkov sodobne medicine. 
Njihova uporaba je pripomogla k zajezitvi številnih kužnih bolezni in omogočila številne 
medicinske posege, predvsem v kirurgiji. Zaradi odkritja, in možnosti kemijskih 
modifikacij številnih učinkovin v sredini prejšnjega stoletja, je bila njihova dragocenost 
podcenjena, kar ugotavljamo v zadnjih dveh desetletjih, ko zaradi pojavljanja in še zlasti 
širjenja odpornih bakterij, število uporabnih učinkovin pada.  
Odpornost proti antibiotikom je bila opisana že pred njihovo masovno uporabo. Abraham 
in Chain sta že leta 1940 predvidevala, da so bakterije zmožne encimske razgradnje 
antibiotikov. O tem, da bodo postale bakterije zaradi prevelike uporabe odporne proti 
penicilinu, je v svojem govoru ob prejemu Nobelove nagrade vizionarsko opozoril že 
Aleksander Fleming leta 1945. V porastu je predvsem odpornost proti antibiotikom, ki se 
že dlje časa uporabljajo v humani in veterinarski medicini. Pojavljajo se tudi tako 
imenovane večkratno odporne bakterije, proti katerim mnogokrat ne delujejo niti novejši 
antibiotiki, kot so fluorokinoloni in cefalosporini z razširjenim spektrom delovanja (Levy 
in Marshall, 2004). Problem naraščanja števila odprnih sevov ni omejen zgolj na kliniko, 
ampak je širši, in zajema tudi kmetijstvo ter druge ekosisteme, vključno z naravnimi 
vodnimi viri, pticami selivkami ter deponije odpadkov in čistilne naprave (Aminov, 2010). 
Bakterija E. coli se lahko uporablja kot indikator stanja odpornosti proti antibiotikom pri 
po Gramu negativnih bakterijah. Ker je E. coli lahko nepatogena oziroma komenzalna, 
lahko s pregledovanjem večjega števila kliničnih izolatov in/ali izolatov iz okolja, 
spremljamo pogostost vrsto pojavljanja genov/alelov povezanih z odpornostjo ter trend 
prenosa z mobilnimi elementih. Ker pa so nekateri sevi tudi patogeni, lahko preučujemo 
pogostost pojavljanja in vrsto genov/alelov za odpornost tudi v povezavi z dejavniki 
virulence in s tem možnostjo povzročitve okužbe (Canton in Coque, 2006). 
2.3.1 β-laktamski antibiotiki 
Eden najpomembnešjih mejnikov je bilo Flemingovo odkritje penicilina leta 1929 in 
nadalje delo H. Floreya in E. Chaina, ki sta optimizirala postopek izolacije in proizvodnje 
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te učinkovine, ter s tem omogočila uporabo v večjem obsegu. Poleg penicilinov v to 
skupino sodijo še cefalosporini, monobaktami, karbapenemi in β-laktamazni inhibitorji  
(Aminov, 2010). Za zdravljenje okužb povzročenih s patogenimi E. coli so se v 80-ih letih 
prejšnjega stoletja začeli uporabljati β-laktamski antibiotiki, ki so bili učinkoviti kar nekaj 
časa, preden so se začeli pojavljati odporni sevi (Bajaj in sod., 2016). β-laktami so 
najpogosteje uporabljeni antibiotiki za zdravljenje bakterijskih okužb, saj so varni, imajo 
zanesljiv protimikrobni učinek in klinično učinkovitost. Med njimi imajo karbapenemi 
najširši spekter delovanja in so prva izbira za zdravljenje okužb, ki jih povzročajo sevi iz 
družine enetrobakterij, ki izločajo β-laktamaze z razširjenim spektrom delovanja (Vila in 
sod., 2016). V večini držav sta ampicilin in amoksicilin najpogosteje uporabljena β-
laktamska antibiotika v živinoreji (Panpan in sod., 2015). Cefalosporini tretje in četrte 
generacije so bili s strani svetovne zdravstvene organizacije WHO (iz angl.: world health 
organization), označeni kot protimikrobne spojine, ki so kritičnega pomena za medicino. 
Velik problem zato predstavlja naraščanje odpornosti proti njim, še zlasti, če je to 
posledica plazmidno zapisanih encimov ESBL iz družin TEM, SHV in CTX-M, ter 
plazmidnih AmpC β-laktamaz (Alonso C. A., in sod., 2017). 
2.3.1.1 Penicilini 
Penicilini so β-laktamski antibiotiki, ki preprečijo sintezo celične stene in aktivirajo 
endogeni avtolitični sistem, kar vodi v lizo in celično smrt. Vežejo se na penicilin vezavne 
proteine PBP (iz angl.: penicillin-binding proteins), kot sta transpeptidaza in 
endopeptidaza, ki so potrebni za vezavo paptidnih verig v peptidoglikanski steni. Njihova 
aktivnost je odvisna od stopnje vstopa v celico ter afinitete vezave na PBP (Wright, 1999). 
Ampicilin je aminopenicilin s širšim spektrom delovanja, ki inhibira delovanje 
peptidoglikanskih transpeptidaz in s tem ustavi sintezo celične stene, nadaljuje pa se 
hidroliza med replikacijo bakterije in njeno rastjo. Zaradi osmoze začne v celico vdirati 
voda, kar vodi v citolizo (Wright, 1999). Odpornost proti ampicilinu posreduje β-
laktamaza TEM-1, zato se ampicilin pogosto uporablja v kombinaciji z inhibitorji β-
laktamaz, ki zaščitijo antibiotik pred encimsko razgradnjo. Gen blaTEM-1 se lahko vključi v 
plazmide različnih inkompatibilnostnih skupin in tako razširi med bakterijami (Panpan in 
sod., 2015). 
2.3.1.2 Cefalosporini 
Cefalosporini, podobno kot penicilini, zaustavijo sintezo celične stene, kar vodi v lizo 
celice. So strukturni analogi ene od komponent bakterijske celične stene, zato vežejo encim 
transpeptidazo in s tem preprečijo nalaganje novih podenot celične stene (Murray in 
Moellering, 1981). 
Cefotaksim je cefalosporin III generacije, ki ima širok spekter delovanja proti po Gramu-
pozitivnim in negativnim bakterijam, predvsem proti vrstam iz družine 
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Enterobacteriaceae. Nekaj let po njegovi uvedbi so se pojavili encimi ESBL, ki 
inaktivirajo vse β-laktame razen karbapenemov. Ti encimi so omejili delovanje vseh 
penicilinov in cefalosporinov. Kemijske strukturne modifikacije so omogočile odpornost 
proti nekaterim β-laktamazam (LeFrock in sod., 1982). 
2.3.1.3 Odpornost proti β-laktamskim antibiotikom 
Kljub temu, da imajo bakterije kar nekaj mehanizmov, ki jim omogočajo odpornost proti 
β-laktamom, so pri po Gramu negativnih bakterijah verjetno najpomembnejše β-laktamaze. 
Genski zapis za te encime se lahko učinkovito širi v populaciji s horizontalnimi prenosi, 
najpogosteje s konjugacijo, lahko pa tudi s transdukcijo in transformacijo (Bajaj in sod., 
2016). Najpomembnejši skupini β-laktamaz sta AmpC in ESBL (β-laktamaze z razširjenim 
spektrom delovanja; iz angl.: Extended-Spectrum β-Lactamases). Ti dve skupini sta danes 
eni izmed najpogostejših vzrokov za neuspešno zdravljenje v humani in veterinarski 
medicini ter posledično uporabo karbapenemov, ki jih označujemo tudi kot antibiotike 
zadnje izbire (iz angl.: last resort antimicrobials) (Canton in Coque, 2006). Zaradi večje 
uporabe karbapenemov pa je že mogoče zaznati večje število odpornih sevov, ki 
sintetizirajo karbapenemaze - encime z najbolj raznolikim hidrolitičnim potencialom 
(Falagas in sod., 2014). 
Prva penicilinaza, kromosomska AmpC, je bila odkrita pri E. coli že v 40-ih letih 
prejšnjega stoletja. Leta 1963 je bila izolirana prva proti ampicilinu odporna E. coli. 
Odpornost je bila posledica β-laktamaze poimenovane TEM-1 (okrajšava izhaja iz imena 
bolnice Temoneira). Gen za encim so zasledili pri približno 90 % izolatov, ki so bili 
odporni proti penicilinu. Vključenost blaTEM-1 na transpozicijski element Tn3 je omogočila 
hitro širitev v različne seve enterobakterij s plazmidi iz različnih inkompatibilnostnih 
skupin (Jacoby, 2009). Sledil je razvoj in uvedba cefalosporinov s širšim spektrom 
delovanja (oxyimino-cefalosporini), za katere so bile na začetku uporabe občutljive skoraj 
vse enterobakterije. Sčasoma pa so zaradi mobilizacije in širjenja β-laktamaz postale 
odporne (Bajaj in sod., 2016). 
Med leti 1970 in 1980 so bile opisane številne nove β-laktamaze, med drugimi TEM-2, 
OXA-1 in SHV-1. Danes poznamo številne različice teh encimov, od števila in položaja 
mutacij pa je odvisna substratna specifičnost, in s tem tudi opredelitev ali sodijo v skupino 
ESBL (Bajaj in sod., 2016). Povečana prisotnost sevov ESBL s temi encimi ni bila 
opažena samo pri izolatih E. coli v medicini, temveč tudi v prehrambni industriji, domačih 
živalih, živinoreji in celo v neokrnjenem okolju (Alonso in sod., 2017). Znanih je že več 
kot 150 različnih encimov TEM in SHV, vendar je skupina encimov CTX-M najbolj 
pogosta med predstavniki družine Enterobacteriaceae (Bajaj in sod., 2016). 
Encimi iz družine CTX-M so bili odkriti prav pri E. coli, od takrat pa potrjeni v izolatih iz 
zelo različnih okolji. Široko zastopanost lahko pripišemu tudi mobilnosti genov blaCTX-M, 
ki se pogosto prenašajo skupaj z geni, ki posredujejo odpornost proti fluorokinolonom in 
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aminoglikozidom, MGE. S to skupino β-laktamaz povezujejo tudi večkratno odporne 
bakterije, ki posredujejo odpornost tudi proti drugim antibiotikom npr. trimetoprimu in 
sulfametaksazolu (Bajaj in sod., 2016). Povečanje števila in širjenje sevov z zapisom za 
blaCTX-M-1 je tudi posledica epidemičnega pojavljanja enega plazmida iz 
inkompatibilnostne skupine IncII, med različnimi sevi E. coli. Ta različica je bila 
identificirana v sevih E. coli iz perutninskega mesa in človeških virov v različnih evropskih 
državah in nakazuje, da se ti plazmidi lahko učinkovito širijo in imajo potencialni 
rezervoar v prehrambni verigi (Leverstein van Hall in sod., 2011). 
Čeprav je družina encimov CTX-M najpogostejša, so tudi β-laktamaze SHV-12 prisotne 
pri patogenih E. coli v humani in veterinarski medicini. Uvrščajo jih med najpogosteje 
potrjene encime ESBL pri E. coli iz perutninske reje in perutninskega mesa (Alonso in 
sod., 2017). 
β-laktamaze iz skupine AmpC so podobne encimom ESBL vendar imajo še dodatno 
hidrolitično aktivnost proti cefamicinom, kot sta cefoksitin in cefotetan. Čeprav so bili 
genski zapisi prvotno na kromosomih različnih enetrobakterij, so klinično pomembni tisti, 
ki so se mobilizirali na plazmide (pAmpC) in se z njimi širijo med različne klinično 
pomembne ali okoljske predstavnike enterobakterij. Glede na podobnost genetskega zapisa 
ločimo šest družin plazmidno posredovanih AmpC in sicer CIT, FOX, MOX, DHA, EBC 
in ACC, med katerimi je med E. coli najpogostejša skupina encimov CIT (alel blaCMY-2) 
(Bajaj in sod., 2016). Njihova pogostost v E. coli je primerljiva s pogostostjo pojavljanja 
encimov ESBL (Denisuik in sod., 2013). V zadnjem času jih pogosto opisujejo pri izolatih 
E. coli iz živinoreje, predvsem perutnine, mesno-predelovalne industrije in prehranskih 
prehranskih izdelkov (Dierikx in sod., 2013). 
Zaskrbljujoča je relativno velika pojavnost ESBL- in AmpC-producirajočih E. coli med 
zdravimi ljudmi. Domnevajo, da je vzrok prevelika uporaba antibiotikov v prehrambni 
industriji in kmetijstvu, sledi uporaba antibiotikov brez recepta in izpostavljenost 
antibiotikom na potovanjih (Bajaj in sod., 2016). Pomembna je tudi onesnaženost vodnih 
okolij, zaradi kanalizacije in industrijskih odplak ter čistilnih naprav, ki predstavljajo 
idealno okolje za selekcijo in razširjanje odpornosti med bakterijami (Azam in sod., 2018). 
2.3.2 Kinoloni 
Fluorokinoloni iz skupne kinolonov, sodijo med najbolj uporabljene protimikrobne 
učinkovine za zdravljenje bakterijskih okužb v medicini in veterini. Posledično se v 
zadnjih dveh desetletjih hitro zvišuje število odpornih sevov. Kinoloni zavirajo aktivnost 
DNA giraze in topoizomeraze IV, ki imata podobno strukturo. Prvi uporabljeni kinolon je 
bila nalidiksična kislina, ki so jo odkrili kot sekundarno spojino pri sintezi antimalarika 
klorokinina. Začetek uporabe datira v leto 1962, in sicer za zdravljenje okužb sečil. Nekaj 
let kasneje pa se je začel uporabljati prvi fluorokinolon imenovan norfloksacin. Uvrščamo 
ga med t.i. 2. generacijo kinolonov. Najpomembnejši in največkrat uporabljen 
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fluorokinolon 2. generacije, ciprofloksacin, je v uporabi od leta 1987. Od takrat so s 
kemijsko sintezo in modifikacijo na tržišče prišli še drugi, vendar manj uporabljeni, 
kinoloni. Starejši kinoloni so aktivni predvsem proti Gram-negativnim bakterijam, novejši 
pa imajo širši spekter delovanja, tako da so aktivni tudi proti po Gramu-pozitivnim 
bakterijam (npr. levofloksacin iz 3. generacije) in anaerobom (npr. moksifloksacin iz 4. 
generacije) (Madurga in sod., 2008). 
2.3.2.1 Ciprofloksacin 
Ciprofloksacin sodi med največkrat uporabljene fluorokinolone. Je inhibitor giraze in 
topoizomeraze IV, in vodi v prekinitev DNA-verig, hkrati pa se stabilizira kompleks med 
encimi in DNA, kar predstavlja oviro za replikacijske vilice (Campoli-Richards in sod., 
1988). V povezavi z odpornostjo so problematične predvsem subinhibitorne koncentracije, 
ki preko različnih mehanizmov (npr. odziv SOS) vodijo do nastanka novih mutacij in 
pospešenega HGT (Madurga in sod., 2008). 
2.3.2.2 Odpornost proti kinolonom  
Odpornost proti kinolonom je prvenstveno povezana z mutacijami v genu gyrA, ki je del 
kromosomski regije QRDR (iz angl.: quinolone resistance-determining region). Raven 
odpornosti je odvisna od mesta mutacije in bakterijske vrste. Mutacije spremenijo DNA-
girazo tako, da ne pride do tvorbe kompleksa med girazo, DNA in kinolonom, zato je 
podvojevanje DNA nemoteno (Madurga in sod., 2008). Poleg kromosomskih mutacij 
lahko nizko raven odpornosti posredujejo tudi plazmidno zapisani proteini. Do danes 
poznamo tri pomembnejše mehanizme plazmidno posredovane odpornosti proti kinolonom 
PMQR (iz angl.: plasmid mediated quinolone resistance). Prvi mehanizem je inaktivacija 
fluorokinolonov s pomočjo encima aminoglikozidna acetiltransferaza, ki sicer primarno 
inaktivira aminoglikozide. Produkt gena AAC(6‘)-Ib-cr acetilira aminske skupine vseh 
kinolonov razen tistih, ki imajo blokirane aminske skupine (na primer levofloksacin) 
(Cattoir in Nordmann, 2009). Drugi mehanizem temelji na mutacijah, ki vodijo v 
zmanjšano prepustnost zunanje membrane za kinolone, oziroma povečano izčrpavanje iz 
celic (produkti genov qepAB in oqxAB) (Vila in sod., 2011). Tretji mehanizem pa je zaščita 
kompleksa DNA-giraze ali DNA- topoizomeraze IV pred vezavo s kinoloni s produkti 
genov qnr (Fabrega in sod., 2009). Do sedaj poznamo šest družin teh genov. Pri 
enterobakterijah se pogosteje potrjujejo aleli  qnrA, qnrB, in qnrS in redkeje qnrC, qnrD in 
qnrVC. Ker se determinante PMQR prenašajo predvsem s plazmidi, prispevajo k selekciji 
odpornosti tudi proti drugim antibiotikom, kot npr. cefalosporinom in karbapenemom 
(Bergiante in sod., 2016). 
2.3.3 Tetraciklin 
Tetraciklin sodi med protimikrobne učinkovine povezane s sintezo proteinov. Tetraciklini 
se prednostno vežejo na 16S rRNA v 30S ribosomski podenoti in ovirajo vezavo aminoacil 
tRNA med elongacijo. So bakteriostatični, pri nekaterih vrstah in izolatih pa lahko tudi 
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baktericidni. Ima širok spekter delovanja proti po Gram-pozitivnim in negativnim 
bakterijam, ter relativno dobro klinično varnost. Pri po G-negativnih bakterijah tetraciklini 
difundirajo skozi porine OmpF in OmpC, nato pa še preko notranje membrane. Na začetku 
je bila njegova uporaba zelo velika, v 80-letih pa so to skupino antibiotikov zamenjali manj 
toksični in širše delujoči cefalosporini, karbapenemi in fluorokinoloni. Mehanizmi, ki 
vodijo v odpornost proti tetraciklinom so sprememba tarčnega mesta (mutacije v 16S 
rRNA, mutacije v ribosomskih genih), zaščita ribosomov (disociacija tetraciklina iz 
ribosoma), črpanje tetraciklinov iz celice ali njihova encimatska inaktivacija. Determinante 
odpornosti se lahko širijo s HGT, kadar so prisotne na konjugativnih plazmidih in 
transpozonih (Chopra in Roberts, 2001). 
2.3.4 Kloramfenikol 
Kloramfenikol je glavni predstavnik amfenikolov. Inhibira peptidil-transferazno aktivnost 
s tem, ko se veže na 23S rRNA 50S podenote ribosoma, kar onemogoči proteinsko sintezo. 
Do odpornosti najpogosteje pride zaradi encimatske inaktivacije z acetiltransferazami CAT 
(iz angl.: chloramphenicol acetyl transferases), mutacij podenote ribosoma 50S ali zaradi 
izčrpavanja antibiotika iz celice (Schwarz in sod., 2004). 
2.3.5 Trimetoprim 
Trimetoprim, sodi med protimikrobne učinkovine povezane z metabolizmom. Je 
kompetitivni inhibitor dihidrofolat reduktaze (DHFR), kar inhibira sintezo tertahidrofolata, 
ki je pomemben za rast in delitev. Vpliva pa tudi na sintezno pot nukleinskih kislin, saj 
inhibira sintezo timina. Odpornost proti trimetoprimu je lahko posledica preprečitve 
njegove vezave na DHFR ali zaradi prisotnosti za trimetoprim manj občutljivih DHFR. 
Odpornost je večinoma posledica mutacij na kromosomu, lahko pa so determinante tudi 
del mobilnih elementov, predvsem integronov, ki se prenesejo s HGT in v recipientih 
posredujejo zelo visoko raven odpornosti (Gleckman in sod., 1981). 
2.3.6 Natrijev Azid 
Natrijev azid je biocid, ki prepreči transport proteinov skozi plazemsko membrano tako, da 
neposredno zavre delovanje proteina SecA. Ta ima ATP-azno aktivnost in je ena od 
komponent, ki so potrebne za transport. Med prvimi izoliranimi mutantami E. coli so bile 
tudi takšne, ki so bile zaradi mutacij v genu secA odporne proti natrijevemu azidu (Oliver 
in sod., 1990). 
2.3.7 Kolistin 
Kolistin oz. polimiksin E je že dolgo poznana molekula. Odkrit je bil že v 40-ih letih, 
vendar se je njegova uporaba v 70-ih zelo zmanjšala, predvsem zaradi njegove toksičnosti. 
V zadnjih letih je njegova uporaba spet narasla, saj se uporablja kot zadnja možnost za boj 
proti okužbam, ki jih povzročajo predvsem bakterije odporne proti karbapenemom. 
Sestavlja ga več različnih komponent, med glavnima sta kolistin A in B. Kolistin ima 
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pozitivni naboj na povšini, zato interagira z negativno nabito membrano kar vodi v njeno 
destabilizacijo, iztekanja celične vsebine in posledično celično smrt. Deluje lahko tudi 
preko inaktivacije nekaterih encimov na notranji membrani bakterij. Odpornost je običajno 
posledica sprememb lipopolisaharidov v membrani (zmanjšanje negativnega naboja). V 
svetu število proti kolistinu odpornih sevov narašča zaradi večje uporabe antibiotika in 
prenosa  s plazmidi (gen mcr-1) (Gregoire in sod., 2017). 
2.4 DEJAVNIKI VIRULENCE 
Med dejavnike virulence uvrščamo različne gene za proteine, ki bakterijam omogočijo 
kolonizacijo gostitelja, preizem železa, poškodbo celic in tkiv ter izogibanje imunskemu 
sistemu in okužbi gostitelja. V genomih sevov APEC so pogosto prisotni geni za adhezine, 
K1-kapsulo, sintezo kolicinov in mikrocina V, proteine zunanje membrane (ompTAPEC), 
temperaturno občutljiv hemaglutinin (tsh), hemolizn E (hlyE), serumsko odpornost (iss) in 
dejavniki za privzem železa (iro, fyu). K patogenosti sevov pri sepsi naj bi prispevali 
predvsem adhezini, toksini in sistemi za privzem železa. (Janßen in sod., 2001). 
Zelo pogosti dejavniki virulence so adhezini, ki bakterijam omogočajo boljšo pritrditev na 
gostitelja. Mednje uvrščamo med drugimi fimbrije tipa I (gen fimH), pilusa (gena papC in 
papGII), temperaturno odporni hemaglutinin (gen hra), adhezin uravnan z železom (gen 
iha) in temperaturno občutljivi hemaglutinin (gen tsh) (Lüthje in Brauner, 2014). 
Železo je v nekaterih gostiteljskih okoljih težko dostopno oz. ga je malo, zato so se razvili 
sistemi za njegov privzem. Ker so železovi ioni zelo toksični in slabo topni, so potrebni 
proteini, ki ga vežejo in prenesejo v bakterijo. Večina železa se nahaja v eritrocitih na 
hemu, ki postane dostopen po lizi eritrocitov. Bakterije nato vežejo hem preko receptorjev 
na membrani in ga prenesejo v notranjost. Pri privzemu pa lahko sodelujejo tudi izločeni 
sideroforji, ki vežejo železo in ga prenesejo v bakterijo preko posebnih receptorjev na 
membrani. Med sisteme za privzem železa uvrščamo yersiniabaktinski siderofor (gen fyuA, 
iz angl.:ferric yersinia uptake), kateholni siderofor (gen iroN), protein IRP2 (gen irp2, iz 
angl.:iron repressible protein), protein vpleten v sintezo aerobaktina (gen iucD, iz angl.: 
aerobactin synthesis), aerobaktinski siderofor (gen iutA) in periplazmatski vezavni protein 
(gen sitA) (Lüthje in Brauner, 2014). 
Po okužbi gostitelj sproži imunski odgovor, da bi uničil patogeno bakterijo. Nekateri 
patogeni sevi so razvili mehanizme, da se izognejo imunskemu odzivu. Lahko gre za 
zaviranje imunskega odziva, za zaščito pred fagociti s pomočjo serumske odpornosti in 
izdelavo biofilmov. Primera proteinov, ki sta vpletena v povečano odpornost proti serumu,  
sta protein Iss (gen iss) in transportni proteinTraT (gen traT). Kot strukturna zaščita pred 
imunskom sistemom pa na primer deluje tudi kapsula (gen kpsMTII) (Lüthje in Brauner, 
2014).  
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Toksini patogenu omogočijo razširjanje v globje plasti tkiva, saj porušijo celično 
integriteto in tako izkoristijo hranila v gostiteljskih celicah. Lahko pa delujejo proti 
imunskemu odzivu gostitelja in se tako izognejo protibakterijskemu odzivu. Toksična 
aktivnost velikokrat vodi v močno vnetje zaradi nekroze ali samega toksina. Med toksine 
sodijo tudi temperaturno stabilni citotoksin AstA (astA), hemolizin A (hlyA: lizira 
eritrocite, lahko tudi imunske, endotelne in epitelne celice), avto-transporterski toksin VAT 
(iz angl.: vacuolating autotransporter toxin, aglutinira hem) (Lüthje in Brauner, 2014), 
verotoksin Vtx1 (Mainil, 2013), za uropatogene specifični protein Usp (Kanamaru in sod., 
2003) in ciklomodulin Clb (blokira celični cikel) (Putze in sod., 2009). 
Primera dejavnikov virulence sta tudi proteaza T v zunanji membrani (OmpT) in kolicin 
V/mikrocin V, ki je običajno zapisan na plazmidih CoIV  (Maciel, 2017). 
V zadnjih dveh desetletjih so raziskovalci ugotavljali, kateri oziroma kakšni sevi imajo 
večji patogeni potencial in/ali so bolj odporni proti antibiotikom. Rezultat teh študij so 
objave, v katerih so opisane povezave med sevi z določenim naborom dejavnikov 
virulence, razvrstitvijo v filogenetsko skupino in prisotnostjo determinant za odpornost 
proti antibiotikom. V naši raziskavi smo prisotnost genov za dejavnike virulence uporabili 
pri poskusih konjugacij za razlikovanje med donorskimi in recipientskimi sevi ter 
transkonjugantami. 
2.5 FILOGENETSKE SKUPINE 
Bakterija E. coli ima plastičen genom in so posledično sevi lahko genetsko zelo raznoliki. 
V nekaterih primerih je homologija zaporedij DNA med sevi lahko samo okoli 70 % 
(Foxman in Riley, 2001). Herzer in sodelavci (1990) so z analizo msDNA (iz angl.: 
multicopy single-stranded DNA) pokazali, da obstajajo alelne različice s pomočjo katerih 
lahko seve E. coli razvrstimo v štiri glavne filogenetske skupine, A, B1, B2 in D. Glede na 
tedanje podatke se je večina virulentnih izvenčrevesnih sevov (ExPEC) uvrščala predvsem 
v skupino B2 in v manjši meri v skupino D, komenzalni pa v skupini A in B1 (Bingen in 
sod., 1998). 
Izkazalo se je, da je določanje filogenetskih skupin z metodo multilokusne encimske 
elektroforeze in ribotipizacije težavno in zamudno (Selander in sod., 1986). Zato so 
Clermont in sodelavci (2000) na podlagi ugotovitve, da obstaja dobra korelacija med  
pripadnostjo filogenetski skupini in prisotnostjo izbranih dveh genov in odseka DNA, 
izdelali relativno preprost protokol, ki temelji na metodi PCR. Prvi vključeni gen je chuA, 
ki je potreben za transport hema v enterohemoragičnih sevih E. coli (Mills in Payne, 1995), 
drugi je gen yjaA, ki je verjetno povezan z virulenco, odkrit pa je bil sprva v genomu seva 
K-12, ter fragment DNA z oznako TSPE4.C2 (Gordon in sod., 2008). Protokol omogoča 
hitro razvrščanje sevov E. coli v filogenetske skupine in s tem opredelitev potencialnih za 
človeka patogenih sevov, ki so pogosto iz skupin B2 in D (Clermont in sod., 2000). 
Brangerjeva s sod. (2005) je seve v skupinah A, B in D nadalje razvrstila v podskupine A0, 
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A1, B22, B23, D1 in D2. V nadaljevanju so raziskovalci skušali najti morebitno povezavo 
med uvrstitvijo v filogenetsko skupino in prisotnostjo genov/skupine genov za odpornost. 
Tako so npr. primerjali porazdelitev ESBL-sevov glede na filogenijo, dejavnike virulence 
in odpornost proti fuorokinolonom. Rezultati so pokazali, da se sevi z geni blaSHV in v 
manjši meri blaTEM uvrščajo predvsem v skupino B2 in imajo številne dejavnike virulence 
ter niso odporni proti fuorokinolonom. Sevi z aleli iz skupine genov blaCTX-M pa se 
uvrščajo v skupino D1. Običajno nimajo veliko genov za dejavnike virulence, so pa 
odporni proti fluorokinolonom. 
V filogenetsko skupino B2 se uvrščajo tudi sevi iz sekvenčne skupine ST131. To je najbolj 
pogosta klonalna linija sevov ExPEC, v katerih so večkratno odporni sevi, predvsem iz 
okužb sečil in krvnega obtoka. Širjenje odpornosti proti antibiotikom zaradi β-laktamaz 
AmpC pa povezujejo predvsem s sevi iz filogenetske skupine D. Sevi, ki posredujejo 
odpornost proti antibiotikom so tudi v filogenetskih skupinah B1 in A, vendar le 
posamezno, ni pa opisanih pomembnih klonalnih linij oziroma sekvenčih tipov povezanih s 
širjenjem zapisov za encime ESBL in AmpC (Bajaj in sod., 2016), kot je to značilno za 
sekvenčno skupino ST131 v skupini B. 
Medtem ko obstaja relativno dobra  povezava med patogenostjo človeških izolatov ExPEC 
in njihovo uvrstitvijo v filogenetsko skupino, je več nejasnosti pri APEC sevih (Picard in 
sod., 1999). Večina patogenih sevov je bila namreč uvrščena v skupini A in D, manjši 
delež pa v B2 (Rodriguez in sod., 2005). Skjøt-Rasmussen in sodelavci (2013) so v 
raziskavi ExPEC-sevov iz prašičev, perutnine in ljudi, ugotovili, da so v skupini B1 tudi 
patogeni večkratno odporni sevi. To je kazalo na ne tako tesno korelacijo med filogenetsko 
skupino in patogenostjo, kot se je sprva predvidevalo, in na drugačno razvrstitev 
dejavnikov virulence po filogenetskih skupinah pri sevih APEC. 
Večanje števila dostopnih genomskih zaporedij različnih izolatov je omogočilo bolj 
natančno analizo med seboj sorodnih sevov in posledično izdelavo natančnejšega protokola 
za razvrščanje sevov E. coli v osem filogenetskih skupin: A, B1, B2, C, D, E, F in klad I 
(Clermont in sod., 2013). 
Po objavi prenovljenega protokola so sledile nekatere raziskave, ki so vključevale tudi 
primerjavo med razvrstitvama v skupine narejene po obeh protokolih. 
Logue in sod. (2017) so npr. primerjali protokola za razvrstitev človeških in ptičjih ExPEC 
ter komenzalnih izolatov. Večina izolatov je ostala v istih skupinah. Največje spremembe 
so bile opažene pri ptičjih izolatih, kjer jih je bilo 40,49 % premeščenih v druge skupine. 
Še večje razlike so bile znotraj skupine APEC-izolatov, kjer jih je bilo premeščenih kar 
53,8 %. Med temi so bile statistično značilne razlike pri premestitvah iz skupine A v C in 
D v E ali F. S tem so pokazali, da prenovljeni protokol bolje definira nekatere ExPEC-
seve, še posebej iz skupine APEC. Pri teh sevih se filogenetske skupine določene po 
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prenovljenem protokolu bolje prekrivajo tudi z virulenco, odpornostjo proti antibiotikom in 
prisotnostjo otokov patogenosti (Logue in sod., 2017). 
15 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
 
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Bakterijski sevi 
3.1.1.1 Laboratorijski sevi 
V magistrskem delu smo za recipienta plazmida pri poskusih konjugacije uporabili seva 
bakterije E. coli J53 ter RU4404, iz zbirke Katedre za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov Oddelka za biologijo Biotehniške fakultete v Ljubljani. 
Preglednica 1: Laboratorijski sevi Escherichia coli, ki smo jih uporabili pri delu. 
Sev E. coli genotip vir 
J53 Azr G. A. Jacoby 
RU4404 MM294::Tn1725 Cmr thi endA hsdR R. Schmit 
 
3.1.1.2 Izolati E. coli iz perutninske reje 
V magistrskem delu smo analizirali zbirko izolatov bakterije E. coli, ki so bili izolirani na 
različnih perutninskih farmah po Sloveniji v letih od 2014 do 2016 (priloga A). Izolirali in 
identificirali so jih na Inštitutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete 
Univerze v Ljubljani. V zbirki je 106 izolatov, med njimi je tudi sev, ki se uporablja za 
cepljenje proti kolibacilozi. Nekateri izolati so bili izolirani pri jatah obolelih za 
kolibacilozo. Te jate so bile definirane na podlagi klinične slike terenskega veterinarja in 
patoloških sprememb (vnetne spremembe na visceralnih organih in kosteh, značilne za 
okužbe povzročene z E. coli) in pogina, ki je bil nad pričakovanim tehnološkim 
normativom. 
Preglednica 2: Število izolatov iz posamezne skupine glede na vir izolacije (N=105). 
Izvor izolata Število 
Okolje 41 
Organi 28 
Jate z visokim poginom-kolibaciloza 36 
 
3.1.2 Gojišča 
3.1.2.1 Priprava trdnih gojišč LB 
Za pripravo trdnih gojišč LB smo v deionizirani vodi raztopili 25 g/l gojišča LB in 15 g/l 
agarja. To smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C in nato v vodni kopeli ohladili na 55 °C. 
Ko se je gojišče ohladilo, smo ga razlili v plastične petrijevke. 
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3.1.2.2 Priprava trdnih gojišč LB z dodanimi antibiotiki  
Za pripravo trdnih LB gojišč z antibiotiki smo najprej pripravili osnovno LB-gojišče kot je 
opisano pod točko 3.1.2.1. Ko se je gojišče ohladilo na 55 °C, smo dodali ustrezne količine 
antibiotikov, premešali in razlili gojišče v plastične petrijevke. 
Preglednica 3: Založne in uporabljene koncentracije antibiotikov v gojišču LB. 
antibiotik Založna konc. (mg/ml) Konc. v gojišču (µg/ml) 
Natrijev azid (AZI) 160 160 
Ampicilin (AMP) 100 100 
Tetraciklin (TET) 12,5 10 
Kloramfenikol (CAM) 50 20 
Trimetoprim (TMP) 10 10 
Ciprofloksacin (CIP) 10 1 
Cefotaksim (CTX-2) 10 2 
Cefotaksim (CTX-1) 10 1 
 
3.1.2.3 Priprava tekočih gojišč LB 
Za pripravo tekočih gojišč LB smo v deionizirani vodi raztopili 25 g/l gojišča LB, ga po 25 
ml odpipetirali v steklene 150 ml-erlenmajerice in sterilizirali z avtoklaviranjem 15 minut 
pri 121 °C. 
3.1.2.4 Priprava tekočih gojišč LB z antibiotiki 
Za pripravo tekočih LB-gojišč z antibiotiki smo najprej pripravili osnovno gojišče LB, kot 
je opisano v točki 3.1.2.3. Ko se je gojišče ohladilo smo dodali ustrezne količine 
antibiotikov (Pregl. 2). 
3.1.2.5 Priprava trdnih gojišč BHI 
Za pripravo gojišč BHI smo v deionizirani vodi raztopili 37 g/l gojišča BHI in 15 g/l 
agarja. To smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C in nato v vodni kopeli ohladili na 55 °C. 
Ko se je gojišče ohladilo smo ga razlili v plastične petrijevke. 
3.1.2.6 Priprava trdnih gojišč MacConkey z natrijevim azidom 
Za pripravo gojišč MacConkey z natrijevim azidom smo v deionizirani vodi raztopili 51,5 
g/l gojišča MacConkey, avtoklavirali 15 minut pri 121 °C, ohladili v vodni kopeli na 55 
°C, dodali natrijev azid do koncentracije 170 µg/ml in razlili v plastične petrijevke. 
3.1.3 Kemikalije 
ACROS ORGANICS: 
 CaCl2. 
BIOLIFE: 
BHI. 
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CARL ROTH: 
SDS, TrisCl. 
CARLO ERBA REAGENTS: 
borova kislina, EDTA, glicerol, metanol. 
FERMENTAS: 
nanašalni elektroforezni pufer (6x Loading Dye), standardna DNA lestvica 1 kb 
Plus (DNA Ladder #SM1331), standardna DNA lestvica 100 bp (DNA Ladder 
#SM0241). 
FISCHER CHEMICAL: 
glukoza. 
FORMIDIAM: 
ampicilin. 
KEMICA: 
kalijev acetat, ledocetna kislina. 
LAB LOGISTICS GROUP GmbH: 
LB. 
LIOFILCHEM: 
gojišče MacConkey. 
MERCK: 
CTAB, fenol, izoamilalkohol, kloroform, MgSO4 7 H2O, NaCl, saharoza. 
PHARMACHEM: 
96 – odstotni etanol. 
ROTH: 
Baza Tris, TrisHCl. 
SIGMA: 
agaroza, ampicilin, cefotaksim, ciprofloksacin, etidijev bromid, kloramfenikol, 
natrijev azid, tetraciklin, trimetoprin, TrisCl baza (99,9 % titracija), triton X-100. 
THERMO SCIENTIFFIC: 
Dream Taq Green PCR Master Mix #K1081 (0,05 enot/µl Taq DNA-polimeraze v 
reakcijskem pufru: 2 x Dream Taq Green buffer, 4 mM MgCl2, 0,4 mM vsakega od 
dNTPjev (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)), standardna DNA lestvica 50 bp DNA 
(Ladder #SM0371), 6x Loading Dye #R0611. 
VWR INTERNATIONAL: 
agar. 
ZORKA ŠABAC: 
NaOH. 
 
3.1.3.1 Priprava založnih raztopin antibiotikov 
Za pripravo založnih raztopin antibiotikov, smo najprej zatehtali ustrezno količino 
antibiotika v prahu, ga v čaši raztopili z manjšo količino ustreznega topila, prelili v merilni 
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valj in dopolnili topilo do ustreznega volumna. Nato smo raztopljen antibiotik prefiltrirali v 
mikrocentrifugirko skozi ustrezni filter (za polarna ali za hidrofobna topila). 
Preglednica 4: Založne raztopine antibiotikov in uporabljena topila. 
Antibiotik Okrajšava 
antibiotika 
Založna koncentracija 
(mg/ml) 
Topilo 
Natrijev azid AZI 160 Destilirana H2O 
Ampicilin AMP 100 Destilirana H2O 
Tetraciklin TET 12,5 70 % etanol 
Kloramfenikol CAM 50 70 % etanol 
Trimetoprim TMP 10 Kloroform ali DMSO 
Ciprofloksacin CIP 10 1:10 (metanol:destilirana H2O) 
Cefotaksim CTX 10 Destilirana H2O 
 
3.1.4 Encimi 
FERMENTAS: 
EcoRI  #ER0271. 
THERMO SCIENTIFIC: 
FastDigest HindIII FD0504. 
 
3.1.5 Pufri in reagenti 
Pufre smo pripravili tako, da smo ustrezno količino suhe snovi raztopili v ustreznem 
volumnu destilirane vode.  
 Pufer 5 x TBE (0,45 M Tris – borat; 10 mM EDTA, destilirana voda): 
54 g baze Tris, 27,5 g borove kisline,  20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) in destilirana 
voda (do oznake 1000 ml). 
 0,5 M EDTA (pH 8.0): 
93.6 mg EDTA, 10 mM NaOH in dH2O do 500 ml. 
 Etidijev bromid (10 mg/ml). 
 Glicerolna raztopina (65% raztopina glicerola za shranjevanje sevov): 
0,1 M MgSO4, 0,025 M TrisCl in 65% (v/v) glicerol (pH 8.0). 
 Raztopina I (alkalna hidroliza): 
50 mM glukoza, 25 mM TrisCl (pH 8.0) in 10 mM EDTA. 
Po avtoklaviranju smo raztopino shranili pri 4 °C. 
 Raztopina II (alkalna hidroliza): 
0,2 M NaOH in 1 % SDS. 
10 M NaOH in 10 % SDS se pripravita posebej. Raztopina II se pripravi sveža tik 
pred uporabo. 
 Raztopina III (alkalna hidroliza): 
60 ml 5 M kalijevega acetata, 11,5 ml ledocetne kisline in 28,4 ml destilirane vode. 
Po avtoklaviranju smo raztopino shranili pri 4 °C. 
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 Mešanica fenol-kloroform-izoamilalkohol: 
pripravimo v razmerju 25:24:1. 
 Mešanica kloroform-izoamilalkohol: 
pripravimo v razmerju 24:1. 
 STET: 
8 % saharoza, 5 % Triton X-100, 1 mM EDTA in 10 mM Tris (pH 8,0). 
 Vodna raztopina lizocima (50 mg/ml): 
 5 % CTAB:  
CTAB raztopimo v vodi ob mešanju in segrevanju do 65 °C. 
 Pufer TE z dodano RNazo A: 
Pufer TE: 10 mM Tris/HCl (pH 8) in 1 mM EDTA (pH 8). Avtoklaviramo. 
RNazo A raztopimo v 10 mM TrisCl (pH 7,5) in 15 mM NaCl ter inkubiramo 15 
min pri 100 °C. Ko se ohladi, razdelimo v alikvote. Shranimo pri -20 °C. 
Za uporabo RNazo A redčimo v pufru TE do končne koncentracije 50 µg/ml. 
 
FERMENTAS: 
pufer za delovanje encima; Buffer EcoRI #B12. 
THERMO SCIENTIFIC: 
pufer za delovanje encimov; 10x FastDigest Green Buffer #B27. 
 
3.1.6 Komplet za izolacijo fragmentov DNA iz gela 
V kompletu GeneJETTM Gel Extraction Kit #K0692 (Thermo Scientific) so: 
raztopine »Binding Buffer«, »Wash Buffer« in »Elution Buffer«. 
 
3.1.7 Pribor in oprema 
Pri delu smo uporabili sledečo opremo in pribor: 
aparatura za slikanje gelov G:Box (Syngene), avtoklav (Kambič), avtomatske 
pipete (Eppendorf), cepilne zanke za enkratno uporabo (1 µl, 10 µl), ciklični 
termostat (Omega), ciklični termostat MyCycler™ thermal cycler (BIO-RAD), 
digestorij, laboratorijska steklovina: čaše, merilni valji, erlenmajerice..., 
laboratorijske rokavice za enkratno uporabo, laminarij c-macPro-130 (Iskra PIO), 
magnetno mešalo RCT basic (IKA), mikrocentrifugirke (Eppendorf), 
mikrocentrifugirke za verižno reakcijo s polimerazo (PCR) – 200 µl, mikrovalovna 
pečica (Gorenje), namizna centrifuga 5417C (Eppendorf), nastavki za avtomatske 
pipete z različnim volumnom, plastične Petrijeve posode – petrijevke, plinski 
gorilnik, sistem za elektroforezo (Amersham Pharmacia), skalpel, spatula po 
Drigalskem, spektrofotometer Shimadzu UV-1800 (Shimadzu), steklene petrijevke, 
sterilni zobotrebci, stresalnik innova 2300 (New Brunswick Scientific), tehtnica 
(Vibra), transiluminator (Biostap), velika centrifuga Rotanta 460R (Hettich 
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Zentrifugen), velike polipropilenske centrifugirke, vibracijski mešalnik (IKA vortex 
2), vodna kopel (Memmert). 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
3.2.1.1 Priprava celičnega lizata – vzorčne DNA 
Za pripravo celičnega lizata smo v mikrocentrifugirko odpipetirali po 120 µl sterilne 
deionizirane vode in v njej resuspendirali eno, 1-µl cepilno zanko kolonij iz trdnega LB-
gojišča. Celice smo segrevali 10 minut pri 100 °C in jih nato centrifugirali 13 minut pri 
13.000 vrt./min v namizni centrifugi pri sobni temperaturi. Po 100 µl supernatanta s 
celokupno genomsko DNA smo odpipetirali v novo mikrocentrifugirko in shranili do 
uporabe pri -20 °C. 
Reakcijo PCR smo ob uporabi ustrezni začetnih oligonukleotidov, ki so navedeni v 
Preglednici 5, uporabili za razvrščanje izolatov v filogenetske skupine po prvotnem ter 
prenovljenem protokolu, za ugotavljanje klonalnosti z ERIC-PCR, potrjevanje 
transkonjugant (v nadaljevanju TK) z ERIC-PCR, ugotavljanje prisotnosti genov za 
dejavnike virulence, β-laktamaze TEM, OXA, SHV in CTX ter pomnoževanje in 
sekvenciranje gena za β-laktamazo SVH-12. 
3.2.1.2 Začetni oligonukleotidi in reakcijska mešanice za PCR 
V Preglednici 5 so prikazani začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 
genov s PCR, razmere za pomnoževanje, pričakovane velikosti PCR-pomnožkov ter 
referenca za metodo oziroma začetne oligonukleotide. V Preglednici 6 pa so navedene 
reakcijske mešanice PCR-reakcij. 
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Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja začetnih oligonukleotidov, razmere pomnoževanja, pričakovana velikosti 
pomnožkov ter reference. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi 
(nukleotidno zaporedje 5´→ 3´) 
Razmere za  
pomnoževanje 
Velikost  
pomnožka (bp) 
Referenca 
  
Filogenetske skupine -2000 a 
           
chuA ChuA.1S 
   
 
(GAC GAA CCA ACG GTC AGG AT) 
 
279 
 
 
ChuA.2S 
     (TGC CGC CAG TAC CAA AGA CA) 
   
  
94 °C - 5 min        1x 
  yjaA YjaA.1S 94 °C - 30 s           
 
Clermont 
 
(TGA AGT GTC AGG AGA CGC TG) 55 °C - 30 s          30x 211 in sod.,  
 
YjaA.2S 72 °C - 45 s           
 
2000 
 
(ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC) 72 °C - 7 min        1x 
      
   TspE4.C2 TspE4.C2.1S 
   
 
(GAG TAA TGT CGG GGC ATT CA) 
 
152 
 
 
TspE4.C2.2S 
     (CGC GCC AAC AAA GTA TTA CG)       
Filogenetske skupine -2013 b 
           
arpA AceK.f 
   
 
(AAC GCT ATT CGC CAG CTT GC) 
 
400 
 
 
ArpA1.r 
     (TCT CCC CAT ACC GTA CGC TA) 
      se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 6: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja začetnih oligonukleotidov, razmere 
pomnoževanja, pričakovana velikosti pomnožkov ter reference. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi 
(nukleotidno zaporedje 5´→ 3´) 
Razmere za  
pomnoževanje 
Velikost  
pomnožka (bp) 
Referenca 
  
chuA ChuA.1b 
   
 
(ATG GTA CCG GAC GAA CCA AC) 94 °C - 4.5 min     1x 288 
 
 
ChuA.2 94 °C - 30 s               
    (TGC CGC CAG TAC CAA AGA CA) 59 °C - 30 s         30x 
  yjaA YjaA.1b 72 °C - 30 s               
  
 
(CAA ACG TGA AGT GTC AGG AG) 72 °C - 5 min        1x 211 
 
 
YjaA.2b 
  
Clermont  
  (AAT GCG TTC CTC AAC CTG TG) 
  
in sod., 
TspE4.C2 TspE4.C2.1b 
  
2013 
 
(CAC TAT TCG TAA GGT CAT CC) 
 
152 
 
 
TspE4.C2.2b 
     (AGT TTA TCG CTG CGG GTC GC)   
  trpA trpAgpC.1 
   
 
(AGT TTT ATG CCC AGT GCG AG) 94 °C - 4.5 min     1x 219 
 
 
trpAgpC.2 94 °C - 30 s               
    (TCT GCG CCG GTC ACG CCC) 59 °C - 30 s        30x 
  
  
72 °C - 30 s               
  
trpA 
(interna kontrola) 
trpBA.f 72 °C - 5 min        1x 
  (CGG CGA TAA AGA CAT CTT CAC) 
 
489 
 trpBA.r 
   
 
(GCA ACG CGG CCT GGC GGA AG) 94 °C - 4.5 min     1x 
      94 °C - 30 s               
  
 
 
   se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 7: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja začetnih oligonukleotidov, razmere 
pomnoževanja, pričakovana velikosti pomnožkov ter reference. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi 
(nukleotidno zaporedje 5´→ 3´) 
Razmere za  
pomnoževanje 
Velikost  
pomnožka (bp) 
Referenca 
  
arpA ArpAgpE.f 57 °C - 30 s         30x 
  
 
(GAT TCC ATC TTG TCA AAA TAT GCC) 72 °C - 30 s               301 
 
 
ArpAgpE.r 72 °C - 5 min        1x 
    (GAA AAG AAA AAG AAT TCC CAA GAG)       
ERIC         
 
ERIC1R 95 °C - 7 min        1x 
  
 
(ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C) 90 °C - 30 s            
 
Versalovič, 
 
ERIC2 52 °C - 1 min       30x 
 
1991 
 
(AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G) 65 °C - 8 min          
      65 °C - 16 min      1x      
ERIC         
 
 94 °C - 4 min        1x 
 
Prirejeno po 
 
 94 °C - 30 s            
 
Versaloviču, 
 
 40 °C - 15 s         30x 
 
Starčič 
 
 72 °C - 5 min          
 
Erjavec 
    72 °C - 7 min        1x     
Dejavniki virulence 
        
iss IssF 95 °C - 5 min        1x 
 
Starčič 
 
(ATC ACA TAG GAT TCT GCC G) 94 °C - 30 s             310 in sod., 
 
IssR 53 °C - 30 s         30x 
 
 2011 
 
(CAG CGG AGT ATA GAT GCC A) 72 °C - 60 s              
      se nadaljuje 
24 
Lovšin Ž. Konjugativni plazmidi in filogenetske skupine sevov bakterije Escherichia coli izoliranih iz perutnine. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biol., 2019  
 
 
Nadaljevanje preglednice 8: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja začetnih oligonukleotidov, razmere 
pomnoževanja, pričakovana velikosti pomnožkov ter reference. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi 
(nukleotidno zaporedje 5´→ 3´) 
Razmere za  
pomnoževanje 
Velikost  
pomnožka (bp) 
Referenca 
  
    72 °C - 10 min      1x      
     
     traT traT.1 95 °C - 5 min        1x 
 
Johnson in  
 
(GGT GTG GTG CGA TGA GCA CAG) 94 °C - 30 s             290 Stell, 2000 
 
traT.2 55 °C - 30 s         30x 
  
 
(CAC GGT TCA GCC ATC CCT GAG) 72 °C - 45 S              
      72 °C - 10 min      1x     
     ompT ompTAf 95 °C - 5 min        1x 
 
Trkov in 
 
(CAG AGT ATC TGT CGG TGC CTC A) 94 °C - 30 s             581 sod., 2014 
 
ompTAr 55 °C - 30 s         30x 
  
 
(TAC GGT TCC ATG TTC CTT CGA C) 72 °C - 45 S              
      72 °C - 10 min      1x      
 
astA AstA-F 95 °C - 5 min        1x 
 Kemmett in  
sod., 2014  
(TGC CAT CAA CAC AGT ATA TCC) 94 °C - 30 s             116 
 
AstA-R 55 °C - 30 s         30x 
 
 
(TCA GGT CGC GAG TGA CGG C) 72 °C - 90 s             
      72 °C - 10 min      1x      
    
Janβen in 
iucD iucDF 95 °C - 5 min        1x 
 
sod., 2001 
 
(ACA AAA AGT TCT ATC GCT TCC) 94 °C - 30 s             714  
    se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 9: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja začetnih oligonukleotidov, razmere 
pomnoževanja, pričakovana velikosti pomnožkov ter reference. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi 
(nukleotidno zaporedje 5´→ 3´) 
Razmere za  
pomnoževanje 
Velikost  
pomnožka (bp) 
Referenca 
  
 
iucDR 53 °C - 30 s         30x 
  
 
(CCT GAT CCA GAT GAT GCT C) 72 °C - 60 s              
      72 °C - 10 min      1x      
     cvi cvi_cvaF 95 °C - 5 min        1x 
  
 
(TGG TAG AAT GTG CCA GAG CAA G) 94 °C - 30 s             1181 Dozois in 
sod., 
2000  
cvi_cvaR 55 °C - 30 s         30x 
 
 
(GAG CTG TTT GTA GCG AAG CC) 72 °C - 90 s             
     72 °C - 10 min      1x      
     clbAQ clbA 46  
   
 
(CTA GAT TAT CCG TGG CGA TTC) 95 °C - 5 min        1x clbA Johnson in 
 
clbA 42 94 °C - 30 s             1002 sod., 2008 
 
(CAG ATA CAC AGA TAC CAT TCA) 55 °C - 30 s          30x 
  
 
ql 55 72 °C - 90 s             clbQ 
 
 
(TTA TCC TGT TAG CTT TCG TTC) 72 °C - 5 min        1x  821 
 
 
ql 56 
     (CTT GTA TAG TTA CAC AAC TAT TTC)       
uspDEG uspDe F 95 °C - 5 min        1x 
 
 
 
(ATG CTA CTG TTT CCG GGT AGT STG T) 94 °C - 30 s             
 
 
uspDe R 55 °C - 30 s          30x 1024 
 (CAT CRT GTA GTC KGG GSG TAA CAA T) 72 °C - 120 s            
    se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 10: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja začetnih oligonukleotidov, razmere 
pomnoževanja, pričakovana velikosti pomnožkov ter reference. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi 
(nukleotidno zaporedje 5´→ 3´) 
Razmere za  
pomnoževanje 
Velikost  
pomnožka (bp) 
Referenca 
  
    72 °C - 7 min        1x      
β-laktamaze         
blaTEM TSO-T.f 
   
 
(CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATT C) 
 
800 
 
 
TSO-T.r 
     (CGT TCA TCC ATA GTT GCC TGA C) 94°C - 10 min       1x 
  blaSHV TSO-S.f 94 °C - 40 s              
 Dallenne in 
sod., 2010  
(AGC CGC TTG AGC AAA TTA AAC) 60 °C - 40 s          30x 713 
 
TSO-S.r 72 °C - 1 min           
   (ATC CCG CAG ATA AAT CAC CAC) 72 °C - 7 min        1x 
  blaOXA TSO-O.f 
   
 
(GGC ACC AGA TTC AAC TTT CAA G) 
 
564 
 
 
TSO-O.r 
     (GAC CCC AAG TTT CCT GTA AGT G)       
blaCTX-M-1 Wgroup 1F 
   
 
(AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC) 
 
415 
 
 
Wgroup 1R 
     (AGC TTA TTC ATC GCC ACG TT) 
   blaCTX-M-2 Wgroup 2F 
   
 
(CGA CGC TAC CCC TGC TAT T) 
 
552 Woodford 
 
Wgroup 2R 94 °C - 5 min        1x 
 
in sod.,  
  (CCA GCG TCA GAT TTT TCA GG) 94 °C - 25 s            
 
2006 
blaCTX-M-8 Wgroup 8F 52 °C - 40 s          30x 
 
 
 
(TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC) 72 °C - 50 s            666  
    se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 11: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja začetnih oligonukleotidov, razmere 
pomnoževanja, pričakovana velikosti pomnožkov ter reference. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi 
(nukleotidno zaporedje 5´→ 3´) 
Razmere za  
pomnoževanje 
Velikost  
pomnožka (bp) 
Referenca 
  
  (AAC CCA CGA TGT GGG TAG C) 
   blaCTX-M-9 Wgroup 9F 
   
 
(CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG) 
 
205 
 
 
Wgroup 9R 
     (ATT GGA AAG CGT TCA TCA CC) 
   blaCTX-M-25 Wgroup 25F 
   
 
(GCA CGA TGA CAT TCG GG) 
 
327 
 
 
Wgroup 25R 
     (AAC CCA CGA TGT GGG TAG C)       
blaSHV seq blaSHV F 95 °C -1 min         1x 
 
Brinas in 
sod., 2003 
(prirejeno) 
 
 
(CAC TCA AGG ATG TAT TGT G) 95 °C - 30 s            885 
 
blaSHV R 50 °C - 30 s          30x 
 
 
(TTA GCG TTG CCA GTG CTC G) 72 °C - 1,5 min        
 
  
72 °C - 7 min        1x 
  PMQR         
qnrA QnrAm-F 
   
 
(AGA GGA TTT CTC ACG CCA GG) 
 
580 
 
 
QnrAm-R 
     (TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC) 
        
 
 
 
 
 
   Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 12: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za reakcijo PCR, zaporedja začetnih oligonukleotidov, razmere 
pomnoževanja, pričakovana velikosti pomnožkov ter reference. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi 
(nukleotidno zaporedje 5´→ 3´) 
Razmere za  
pomnoževanje 
Velikost  
pomnožka (bp) 
Referenca 
  
qnrB QnrBm-F 95 °C - 4 min        1x 
  
 
(GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG)c 94 °C - 30 s              264 Cattoir in 
 
QnrBm-R 54 °C - 30 s          30x 
 
sod., 2007 
  (TTT GCY GYY CGC CAG TCG AA)c 72 °C - 45 s              
  qnrS QnrSm-F 72 °C - 7 min        1x 
  
 
(GCA AGT TCA TTG AAC AGG GT) 
 
428 
 
 
QnrSm-R 
     (TCT AAA CCG TCG AGT TCG GCG)       
AmpC         
blaCIT CITMF 94 °C - 5 min        1x 
  
 
(TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA) 94 °C - 30 s           462 Perez-Perez 
in Hanson, 
2002  
CITMR 64 °C - 30 s          30x 
 
 
(TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC) 72 °C - 60 s           
     72 °C - 7 min        1x     
a Prvotni protokol za razvrščanje E. coli v filogenetske skupine. 
b Prenovljeni protokol za razvrščanje E. coli v filogenetske skupine. 
c M= A ali C, H= A ali C ali T, Y= C ali T, R= A ali G.
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Preglednica 13: Reakcijske mešanice PCR-reakcij za posamezne gene ali skupine genov. 
Gen/Skupina genov Reakcijska mešanica 
Filogenetske skupine- 2000 GreenTaq Master Mix: 12,5 µl 
 
Lizat: 2 µl  
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl chuA-1, chuA-2, YjaA-1, YjaA-2, 
TspE4.C2-1, TspE4.C2-2 
  Voda: 4,5 µl 
Filogenetske skupine - 2013 
 1. začetna reakcija GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 3 µl  
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl AceK.f, ArpA1 (40 pmol/µl),  
 
chuA1b, chuA2, YjaA1b, YjaA2b, TspE4.C2.1b, TspE4.C2.2b (20 pmol/µl) 
 
Voda: 1,5 µl 
  2. Reakcija za skupino C GreenTaq Master Mix: 10 µl  
 
Lizat: 3 µl  
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl trpAgpC.1, trpAgpC.2 (20 pmol/µl) in 
 
po 0,6 µl trpBA.f, trpBA.r (20 pmol/µl) 
 
Voda: 3,8 µl 
  
3. Reakcija za skupino E GreenTaq Master Mix: 10 µl 
 
Lizat: 3 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl ArpAgpE.f, ArpAgpE.r (20 pmol/µl) in 
 
po 0,6 µl trpBA.f, trpBA.r (20 pmol/µl) 
  Voda: 3,8 µl 
ERIC  GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
(Versalovič, 1991) Lizat: 4 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 2 µl ERIC1, ERIC2 (25 pmol/µl) 
  Voda: 4,5 µl 
ERIC  GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
(prirejeno po Versalovič, Lizat: 2,5 µl 
Starčič Erjavec) Začetni oligonukleotidi: po 1 µl ERIC1, ERIC2  
  Voda: 8 µl 
iss GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl iss.F, iss.R 
  Voda: 8,5 µl 
traT GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl TraT.f, TraT.r 
  Voda: 8,5 µl 
  
 se nadaljuje 
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  Nadaljevanje preglednice 14: Reakcijske mešanice PCR-reakcij za posamezne gene ali skupine genov. 
Gen/Skupina genov Reakcijska mešanica 
 
ompT GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl OmpT.f, OmpT.r 
  Voda: 8,5 µl 
astA GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl AstA.f in AstA.r  
  Voda: 8,5 µl 
iucD GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl iucDF in iucDR  
  Voda: 8,5 µl 
cvi GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl cviF in cviR 
  Voda: 8,5 µl 
clbAQ GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 1 µl  
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl clbA 46, clbA 42, ql 55 in ql 56 
  Voda: 7,5 µl 
uspDEG GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 1 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl uspDe F in uspDe R 
  Voda: 9,5 µl 
blaTEM, SHV, OXA GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl TSO-T.f, TSO-T.r, TSO-S.f, TSO-S.r, TSO-
O.f in TSO-O.r 
  Voda: 4,5 µl 
Skupine CTX-M  
 (multipleks) GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl CTX-M1-f, CTX-M1-r, CTX-M2-f, CTX-
M2-r, CTX-M8-f, CTX-M8-r,  CTX-M9-f, CTX-M9-r, CTX-M25-f in CTX-
M25-r 
 
Voda: 0,5 µl 
    
  
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 15: Reakcijske mešanice PCR-reakcij za posamezne gene ali skupine genov. 
Gen/Skupina genov Reakcijska mešanica 
 
  
posamezna reakcija GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl primerjev F in R 
  Voda: 8,5 µl 
blaSHV seq Master Mix: 25 µl  
 
Lizat: 4 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 2 µl blaSHV.F seq in blaSHV.R seq 
  Voda: 17 µl 
qnrABS GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl QnrAm-F, QnrAm-R, QnrBm-F, QnrBm-R, 
QnrSm-F in QnrSm-R 
  Voda: 4,5 µl 
blaCIT GreenTaq Master Mix: 12,5 µl  
 
Lizat: 2 µl 
 
Začetni oligonukleotidi: po 1 µl CITMF in CITMR 
  Voda: 8,5 µl 
Koncentracija vseh uporabljenih oligonukleotidov, razen tistih, ki so posebej navedene v oklepaju, je 10 
pm/µl. 
 
3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
Prisotnost in velikost pomnožkov verižne reakcije s polimerazo smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo. Glede na pričakovano velikost pomnožkov smo pripravili gele z 
različnim odstotkom agaroze (Preglednica 7). Natehtali smo ustrezno količino agaroze in 
jo raztopili v pufru 0,5 x TBE s segrevanjem v mikrovalovni pečici,. Ko se je agaroza 
popolnoma raztopila in nekoliko ohladila, smo dodali etidijev bromid do končne 
koncentracije 1,5 µg/ml gela in gel vlili v pripravljen nosilec z glavničkom. Ko se je gel 
strdil smo glavniček odstranili in gel z nosilcem prestavili v elektroforezno banjico ter ga 
prelili s pufrom 0,5 x TBE. 
Preglednica 16: Ustrezna količina agaroze za pripravo agaroznega gela za elektroforezo glede na volumen in 
željeno gostoto gela 
% agaroza (g) končni volumen gela (ml) 
1 0,3 30 
1,5 0,45 30 
2 0,6 30 
1 1,2 120 
1,5 1,8 120 
2 2,4 120 
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V prvo in zadnjo jamico smo vnesli standardno lestvico linearnih fragmentov DNA z 
znano velikostjo, v preostale jamice pa smo vnesli PCR-pomnožke. Vzorcem nismo 
dodajali nanašalnega elektroforeznega pufra, saj smo za reakcijo PCR uporabili »Dream 
Taq Green PCR Master Mix«, ki ima utežno barvilo že dodano. Ko smo vnesli vse vzorce, 
smo banjico priključili na napetost okoli 10V/cm gela. 
Po končani elektroforezi smo gel nad transiluminatorjem presvetlili z UV svetlobo (302 
nm) in ga slikali. Glede na prepotovano dolžino fragmentov standardne lestvice 
fragmentov DNA in vzorčnega PCR-pomnožka, smo ugotavljali približno velikost 
dobljenih fragmentov DNA. 
Uporabljali smo naslednje standardne lestvice DNA-fragmentov: 
 standardna DNA-lestvica 50 bp DNA Ladder #SM0371 z velikostjo fragmentov v 
bp od največjega proti najmanjšemu: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 
200, 150, 100, 50; 
 standardna DNA-lestvica 100 bp DNA Ladder #SM0241 z velikostjo fragmenti 
fragmentov v bp od največjega proti najmanjšemu: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 
400, 300, 200, 100; 
 standardna DNA-lestvica 1 kb DNA Ladder #SM0311 z velikostjo fragmenti 
fragmentov v bp od največjega proti najmanjšemu: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 
3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250; 
 standardna DNA-lestvica 1 kb Plus  DNA Ladder #SM1331 z velikostjo fragmenti 
fragmentov v bp od največjega proti najmanjšemu: 20000, 10000, 7000, 5000, 
4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 400, 300, 200, 75. 
 
3.2.3 Konjugacija na trdnem gojišču 
3.2.3.1 Konjugacija proučevanih izolatov z recipientom J53. 
Za ugotavljanje prisotnosti konjugativnih plazmidov smo donorske seve ter recipiente 
nacepili na plošče z gojiščem LB in inkubirali pri 37 °C preko noči. Po 24 – urni inkubaciji 
smo iz kolonij pripravili poskuse konjugacije na ploščah tako, da smo na ploščo z gojiščem 
BHI najprej razmazali eno cepilno zanko recipientskega seva J53, nato pa čezenj še 
donorski sev. Plošče z nastavljeno konjugacijo smo inkubirali pri 37 °C preko noči. 
Naslednji dan smo po eno cepilno zanko konjugacijske kulture razmazali na šest različnih 
selekcijskih gojišč: LB+(AZI AMP), LB+(AZI TET), LB+(AZI CAM), LB+(AZI TMP), 
LB+(AZI CIP) in LB+(AZI CTX-2). Natrijev azid je bil dodan za kontraselekcijo donorja, 
drug antibiotik, ki je bil v kombinaciji z AZI, pa za kontraselekcijo recipienta. Plošče smo 
inkubirali dva dni pri 37 °C. V kolikor smo na selekcijskih gojiščih zasledili rast TK, smo 
predpostavljali, da so se geni z zapisom za selekcionirano odpornost prenesli s plazmidom. 
Pri vseh poskusih smo vzporedno naredili še kontrolo rasti samih donorjev in recipienta na 
vseh selekcijskih gojiščih.  
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Da bi preverili, ali se je pri TK, ki smo jih izolirali na različnih selekcijskih gojiščih, 
prenesel plazmid z enakimi determinantami za odpornost, smo posamezno prečiščeno TK 
izolirano na eni vrsti selekcijskega gojišča, precepili še na ostala gojišča. 
Ob predpostavki, da ni prišlo do sočasnega prenosa dveh plazmidov, smo sklepali, da so 
pri TK, z izbrano odpornostjo, ki je rasla tudi na ploščah z drugimi dodanimi antibiotiki, 
vse determinante na istem prenešenem plazmidu. 
Zaradi nepredvidenih mutacij in/ali sprememb izražanja genov povezanih z odpornostjo 
donorjev ali recipienta ali pa npr. razgradnje antibiotikov v selekcijskih gojiščih, smo vse 
potencialne TK, pred nadaljnijm delom potrdili tudi z molekularnimi metodami. 
3.2.3.2 Konjugacija proučevanih sevov z recipientom RU4404 
Za donorske seve, ki se uvrščajo v enako filogenetsko skupino kot recipient J53 (skupina 
A1), nismo mogli potrjevati TK na podlagi filogenetske skupine. Zato smo pri konjugacijah 
donorjev, ki so bili fenotipsko občutljivi za kloramfenikol, naredili poskuse konjugacij z 
recipientskim sevom RU4404, ki je odporen proti kloramfenikolu. TK smo v teh primerih 
selekcionirali na gojiščih LB z dodanimi s sledečimi kombinacijami antibiotikov: 
LB+(CAM AMP), LB+(CAM TET), LB+(CAM TMP), LB+(CAM CIP) in LB+(CAM 
CTX-2). 
3.2.4 Konjugacija v tekočem gojišču 
Na ploščo z gojiščem BHI smo nacepili recipientski sev J53 in donorje, ki smo jih 
uporabili za konjugacijo. Po prekonočni inkubaciji pri 37°C smo kolonije vseh 
uporabljenih sevov precepili v tekoča gojišča BHI in inkubirali na stresalniku pri 37°C do 
optične gostote kulture približno 0,6 (valovna dolžina 590 nm). Nato smo v sterilne 
mikrocentrifugirke odpipetirali po 820 µl recipienta J53 in 180 µl donorja ter inkubirali 
brez stresanja 3 ure pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo konjugacijsko mešanico 
premešali in po 100 µl ustrezne redčitve odpipetirali na trdna selekcijska gojišča LB+(AZI 
AMP), LB+(AZI TET), LB+(AZI CAM), LB+(AZI TMP), LB+(AZI CIP) in LB+(AZI 
CTX-2), ter razmazali do suhega s sterilnimi steklenimi kroglicami. Med inkubacijo smo 
pripravili tudi kontrole. Po 30 µl recipienta in donorjev smo odpipetirali na selekcijska 
gojišča ter počakali, da so se posušila. Vse selekcijske plošče smo inkubirali pri 37 °C tri 
dni. Za ugotavljanje števila recipientskih celic smo kulturo recipienta J53 redčili in po 100 
µl redčitev 10-6 in 10-7 odpipetirali na plošči z gojiščem LB ter suspenzijo razmazali do 
suhega s sterilnimi steklenimi kroglicami. Plošče LB smo inkubirali en dan pri 37 °C. 
Po končani inkubaciji smo prešteli zrasle kolonije in izračunali vrednost CFU (»colony 
forming units«) za naš recipient in TK. 
Za vsako konjugacijo smo naredili dve ponovitvi. 
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Različno velike kolonije potencialnih TK smo precepili na nova selekcijska gojišča in 
plošče inkubirali 3 dni pri 37 °C. Zrasle precepljene kolonije smo potrdili za TK s 
pristopom navedenim pod točko 3.2.5.  
Kjer je bilo potrebno smo ponovno prešteli kolonije na selekcijskih ploščah in upoštevali 
rezultate potrjevanja. Iz končnih rezultatov števila CFU/ml recipienta in TK smo nato 
izračunali frekvenco konjugacije po formuli 1, ter izračunali povprečje iz dveh ponovitev, 
kar predstavlja naš končni rezultat. 
 Frekvenca konjugacije=
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑘𝑜𝑛𝑗𝑢𝑔𝑎𝑛𝑡 𝑐𝑓𝑢/𝑚𝑙
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑖𝑒𝑛𝑡𝑎 𝑐𝑓𝑢/𝑚𝑙
           … (1) 
3.2.5 Potrjevanje transkonjugant 
3.2.5.1 Potrjevanje s filogenijo (Clermont in sod., 2000) 
TK donorjev, ki niso spadali v filogenetsko skupino A1, smo potrjevali tako, da smo 
pripravili lizate potencialnih TK in z analizo PCR-pomnožkov ugotavljali v katero 
filogenetsko skupino sodijo. TK, ki so bile iz skupine A1 smo potrdili kot »prave« (sev J53, 
ki je prejel plazmid, je iz skupine A1) ostale smo označili za negativne. 
3.2.5.2 Potrjevanje z dokazovanjem prisotnosti genov za dejavnike virulence 
Večina donorjev je že imela opredeljene gene za dejavnike virulence. Za potrjevanje TK 
smo izbrali dejavnika virulence OmpTAPEC in AstA. Z reakcijo PCR smo testirali TK, 
kadar je bil donor pozitiven za ompTAPEC in astA ter uvrščen v filogenetsko skupino A1. 
Sev J53, nima nobenega od obeh dejavnikov. TK, ki so bile negativne za ompTAPEC in astA 
smo vključili v nadaljnje analize. 
3.2.5.3 Potrjevanje transkonjugant na podlagi  ERIC-PCR 
Izbrane TK donorjev, ki spadajo v enako filogenetsko skupino kot recipient J53 (skupina 
A1) smo testirali z ERIC-PCR. Po analizi profilov ERIC-PCR smo za nadaljnje delo izbrali 
TK, ki je imela enak ali zelo podoben profil kot sev J53 in hkrati drugačnega kot donor. 
 
Slika 1: Shema potrjevanja transkonjugant. 
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3.2.6 Mutageneza z UV svetlobo 
Ker nekaterih TK še vedno nismo mogli potrditi z nobenim od navedenih pristopov, smo 
poskusili z UV-mutagenezo pripraviti mutiran sev J53, ki ne bi razgrajeval laktoze (Lac-), s 
katerim bi fenotipsko potrjevali TK na podlagi Lac-fenotipa. Vsi donorji so bili namreč 
Lac+.. Mutagenezo seva J53 smo opravili po prirejenem protokolu iz priročnika »A short 
course of bacterial genetics«, avtorja Jeffrey H. Miller-ja iz leta 1992. S poskusom smo 
želeli pripraviti sev J53 Lac-. 
Delali smo v dveh vzporednih poskusih: 
V 20 ml tekočega gojišča smo s sterilno cepilno zanko nacepili sev J53 ter inkubirali preko 
noči s stresanjem pri 37 °C. Po 24 – urni inkubaciji smo kulturo redčili 1:50 v 30 ml 
tekočega gojišča LB in inkubirali s stresanjem pri 37 °C. Ko so bile celice v logaritemski 
fazi (približno 108 celic/ml oziroma optična gostota pri 590 nm približno 0,375) smo 
kulturo prelili v polipropilensko centrifugirko z volumnom 50 ml in centrifugirali 10 minut 
pri 6.000 g. Supernatant smo previdno odlili, celice resuspendirali v enakem volumnu (30 
ml) 0,1 M raztopine MgSO4 in inkubirali 10 minut v ledeni vodni kopeli. Po inkubaciji 
smo celice premešali in odpipetirali po 5 ml v tri steklene petrijevke (po 3 za vsak poskus, 
skupno 6). Tri petrijevke smo izpostavili UV svetlobi za 95 s, druge tri pa za 120 s. Po 
končanem obsevanju smo celice redčili: 
 iz prvih treh petrijevk (95 s obsevanja): 10-3 in 10-4 
 iz drugih treh petrijevk (120 s obsevanja): 10-1, 10-2, 10-3 in 10-4 
 
Po 100 µl neredčenih in vsake od redčitev smo odpipetirali na plošče z gojiščem 
MacConkey z dodanim natrijevim azidom. Z ohlajeno sterilno spatulo -Drigalski smo 
celično suspenzijo enakomerno prerazporedili po plošči do suhega. Plošče smo inkubirali 
dva dni pri 37 °C. 
3.2.7 Alkalna hidroliza 
Za izolacijo plazmidne DNA iz TK smo uporabili alkalno hidrolizo. 
1. dan 
V 25 ml tekočega gojišča LB smo nacepili TK in inkubirali preko noči na stresalniku pri 
37 °C. 
2. dan 
1) Po 24 - urni inkubaciji smo 10 ml kulture odpipetirali v centrifugirko. 
2) Centrifugirali smo 10 minut pri 6 000 vrt./min.  
3) Previdno smo odpipetirali in zavrgli supernatant. 
4) Ponovno smo kratko centrifugirali (»short spin«), odpipetirali in zavrgli 
supernatant. 
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5) Celice smo resuspendirali v 200 µl ledene raztopine I in na vibracijskem mešalniku 
dobro premešali ter nato inkubirali 5 minut v ledeni vodni kopeli. 
6) Mešanici smo dodali 400 µl sveže pripravljene raztopine II. 
7) Previdno smo premešali z obračanjem in inkubirali 5 do 10 minut v ledeni vodni 
kopeli. 
8) Dodali smo 300 µl ledeno hladne raztopine III, previdno premešali z obračanjem in 
inkubirali vsaj 5 minut v ledeni vodni kopeli. 
9) Centrifugirali smo 10 minut pri 12 000 vrt/min pri 4 °C. 
10)  600 µl supernatanta brez oborjenega ostanka smo odpipetirali v novo sterilno 
mikrocentrifugirko ter nadaljevali v digestoriju čiščenje DNA. 
11) Izolacijski mešanici smo dodali enak volumen mešanice 
fenol/kloroform/izoamilalkohol in dobro premešali z obračanjem. 
12)  Centrifugirali smo 2-3 minute pri 8 000 vrt/min. 
13)  Zgornjo vodno fazo smo odpipetirali v novo mikrocentrifugirko ter ji dodali enak 
volumen mešanice kloroform/izoamilalkohol in premešali z obračanjem. 
14) Mešanico smo centrifugirali 2-3 minute pri 8 000 vrt/min. 
15)  Zgornjo vodno fazo smo odpipetirali v novo mikrocentrifugirko in plazmidno 
DNA oborili s 600 µl izopropanola (sobna temperatura). Mešanico smo inkubirali 3 
minute pri sobni temperaturi in jo nato centrifugirali 10 minut pri 14 000 vrt/min in 
4 °C. 
16) Odpipetirali in zavrgli smo supernatant, usedlino pa splaknili s 500 µl hladnega 80 
% etanola in nato centrifugirali 3 minute pri 12 000 vrt/min. 
17)  Supernatant smo previdno odpipetirali, ponovno kratko centrifugirali, odstranili 
preostanek etanola in plazmidno DNA posušili v odprti mikrocentrifugirki v 
peskovniku pri 37 °C. 
18) Posušeno DNA smo raztopili v 20 µl pufra TE z RNazo. 
 
3.2.8 Restrikcija plazmidne DNA 
Plazmidno DNA smo rezali z encimoma EcoRI in HindIII. 
Za 20 µl restrikcijske mešanice smo v mikrocentrifugirko odpipetirali: 10 µl plazmidne 
DNA, 3 µl encima (EcoRI ali HindIII), 2 µl pufra za restrikcijo (EcoRI buffer za EcoRI ali 
Green Digest buffer za HindIII) ter 5 µl destilirane vode brez nukleaz. 
Mikrocentrifugirko smo zatesnili s parafilmom in inkubirali 2 uri v vodni kopeli pri 37 °C. 
Po gelski elektroforezi smo gel slikali ter primerjali restrikcijske profile. 
3.2.9 Določanje tipa β-laktamaz: SHV  
Pri vseh SHV-pozitivnih izolatih smo identificirali alel blaSHV-12. Z uporabo začetnih 
oligonukleotidov za sekvenciranje smo pomnožili gen, preverili velikost pomnožka z 
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agarozno gelsko elektroforezo ter izolirali in očistili pomnožek s pomočjo kompleta za 
čiščenje DNA iz agaroznega gela. Očiščeno DNA smo poslali na sekvenciranje v podjetje 
Microsynth, (AG, CH) in primerjali dobljeno zaporedje z zaporedji različnih alelov blaSHV. 
3.2.10 Statistične metode 
Za analizo variance in grafično obdelavo podatkov smo uporabili Microsoft Office Excel 
2016. Za Fisherjev test smo uporabili dodatno orodje za analizo podatkov, pred analizo pa 
smo naredili še »additive smoothing« oz. »Laplace smoothing«, saj so bile variance 
nekaterih skupin enake nič.   
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4 REZULTATI 
4.1 UGOTAVLJANJE KLONALNOSTI 
V magistrskem delu smo analizirali 106 izolatov E. coli iz okolja, zraka in organov 
poginjene ali izločene perutnine, ki so bili pridobljeni v različnih perutninskih rejah. V 
raziskavo smo vključili tudi cepilni sev. Za vse izolate smo preverili klonalnost z metodo 
ERIC-PCR. Po elektroforezi PCR-pomnožkov na agaroznem gelu, smo izolate z enakimi 
PCR-pomnožki, to je enakimi profili, uvrstili v t.i. skupine ERIC-PCR. 106 izolatov smo 
razvrstili v 94 različnih skupin ERIC-PCR. Večina izolatov je bila neklonalnih. Klonalnih 
izolatov je bilo 23, razvrščeni pa so bili v 11 skupin. Ker so bili klonalni izolati pridobljeni 
v različnih vzorcih in/ali ob različnem času vzorčenja in, ker z metodo ERIC-PCR ne 
zaznamo vedno vseh genomskih sprememb, kot je npr. prisotnost manjših mobilnih 
elementov, smo pri analizah upoštevali vse izolate. Izjema je bila analiza deležev skupin 
izolatov s konjugativnimi plazmidi glede na vir izolacije, za katero nismo upoštevali 
klonalnih izolatov pridobljenih v istem času vzorčenja iz istega vira. 
Primer slike agaroznega gela s profili ERIC-PCR za izolate 69 do 84 je prikazan na Sliki 2.  
 
Slika 2: Ugotavljanje klonalnosti na podlagi slike agaroznega gela profilov ERIC-PCR za izolate 69-84. 
Klonalni izolati so 71 in 72, 79 in 80 ter 83 in 84. 
4.2 ANALIZA IZOLATOV V POVEZAVI S FILOGENETSKIMI SKUPINAMI 
4.2.1 Razvrstitev izolatov v filogenetske skupine 
Vse izolate smo uvrstili v filogenetske skupine po prvotnem (Clermont in sod., 2000) in 
prenovljenem protokolu. Po prvotnem protokolu se je največ izolatov uvrstilo v skupino 
B1 (37,74 %), sledijo izolati iz skupine A1 (21,70 %), D2 (18,87 %), A0 in B23 (vsaka po 
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8,49 %), najmanj izolatov smo uvrstili v skupino D1 (4,72 %). Nobeden izmed naših 
izolatov ni bil iz skupine B22. 
Preglednica 17: Razvrstitev izolatov v filogenetske skupine glede na prvotni protokol (Clermont in sod., 
2000) Upoštevani so tudi klonalni izolati. N=106 izolatov. 
 A₀ A₁ B1 B2 B2₃ D₁ D₂ 
št. sevov 9 23 40 0 9 5 20 
% od vseh sevov 8,49 21,70 37,74 0,00 8,49 4,72 18,87 
 
Po razvrstitvi izolatov v filogenetske skupine po prenovljenem protokolu (Clermont in 
sod., 2013), je bilo največ izolatov uvrščenih v skupino B1 (37,74 %), sledijo skupine A 
(20,75 %), B2 (10,38 %), C in F (vsaka po 9,43 %) ter D (6,60 %), najmanj pa v skupino E 
(5,66 %). Nobeden izmed izolatov ni bil opredeljen kot U (»unknown«). 
Preglednica 18: Razvrstitev izolatov v filogenetske skupine glede na prenovljeni protokol (Clermont in sod., 
2013). Upoštevani so tudi klonalni izolati. N=106 izolatov. 
 A C B1 B2 D E F U 
št sevov 22 10 40 11 7 6 10 0 
% od vseh sevov 20,75 9,43 37,74 10,38 6,60 5,66 9,43 0,00 
 
4.2.2 Primerjava razvrstitve izolatov v filogenetske skupine glede na protokol 
Primerjali smo, kako se izolati iz skupin dobljenih po prvotnem protokolu, prerazporedijo 
v skupine po prenovljenem protokolu. V druge skupine je bilo premeščenih 26,42 % 
izolatov (iz D2 v B2, E ali F in iz A1 v C), 73,58 % izolatov pa je ostalo v prvotno 
določenih skupinah (A0 in A1 v A, B1 v B1, B23 v B2 in D1 ter D2 v D). Oba izolata, ki sta 
bila po prvotnem protokolu razvrščena v skupino B1, sta v tej skupini tudi glede na 
prenovljeni protokol. Vsi izolati iz skupine A0 se premestijo v skupino A. Izolati iz A1 se 
prerazporedijo v skupini A in C, vsi izolati iz B23 pa v skupino B2. Izolati iz skupine D1 so 
po novem protokolu v skupini D. Največ sprememb smo opazili pri izolatih, ki so bili po 
prvotnem protokolu uvrščeni v skupino D2. Ti se prerazporedijo v skupine E, F in B2. 
Skupini E in F sta tako sestavljeni le iz izolatov iz prvotne skupine D2, skupina C pa le iz 
izolatov iz prvotne skupine A1. 
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Slika 3: Delež zastopanosti izolatov iz filogenetskih skupin določenih po prvotnem protokolu, v skupinah, 
ugotovljenih po prenovljenem protokolu. Na x-osi so prikazane filogenetske skupine po prenovljenem 
protokolu. V vsaki je prikazan delež izolatov iz skupin določenih po prvotnem protokolu. Upoštevani so tudi 
klonalni izolati. N=106 izolatov. 
4.2.3 Primerjava razvrstitve izolatov v filogenetske skupine glede na vir vzorčenja 
Za primerjavo smo upoštevali razvrstitve izolatov v filogenetske skupine po novem 
protokolu. Iz Slike 4 je razvidno, da se večina izolatov iz okolja in organov uvršča v 
skupini A (26 % iz okolja in 19 % iz organov) in B1 (37 % iz okolja in 38 % iz organov). 
Izolati iz jat s kolibacilozo (VP) pa so predvsem iz skupin B1 (40 %) in F (20 %). V 
filogenetski skupini E so le izolati, ki so bili izolirani iz organov. V skupini F je večina 
izolatov iz jat z visokim poginom (70 %), v skupini D pa iz okolja (71 %). 
 
Slika 4: Primerjava razvrstitve izolatov v filogenetske skupine glede na vir vzorčenja Upoštevani so tudi 
klonalni izolati. N=105 izolatov (cepilni sev ni upoštevan). OK=okolje, ORG=organi in VP=jate s 
kolibacilozo. 
4.2.4  Delež izolatov iz posameznih filogenetskih skupin, v skupinah izolatov iz okolja, 
organov in jat s kolibacilozo 
Za primerjavo smo upoštevali razvrstitve izolatov v filogenetske skupine po novem 
protokolu. Pri prikazu deleža izolatov v skupini sevov iz okolja, organov in jat z visokim 
poginom, smo izločili vse klonalne izolate, ki so bili pridobljeni iz enakega vira. 
Iz Slike 5 je razvidno, da je največji delež izolatov iz vseh treh virov iz filogenetske 
skupine B1 (36,8 % vseh izolatov iz okolja, 36,6 % izolatov iz organov ter 41,9 % izolatov 
iz jat z visokim poginom). Vsi izolati iz filogenetske skupine E so bili pridobljeni iz 
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organov. Največji delež izolatov iz filogenetske skupine F (70 %) je bil izoliran iz jat z 
visokim poginom. 
 
Slika 5: Delež zastopanosti sevov iz posameznih filogenetskih skupin v skupinah izolatov iz okolja=OK, 
organov=ORG in jat s kolibacilozo =VP. N=99 izolatov. Klonalni izolati iz istega vira vzorca in  cepilni sev 
niso vključeni v analizo.   
4.2.5 Delež izolatov E. coli z encimi ESBL in AmpC v posameznih filogenetskih 
skupinah 
Za analizo smo upoštevali razvrstitev izolatov v filogenetske skupine po novem protokolu. 
Iz Slike 6 je razvidno, da je največji delež izolatov ESBL- in AmpC-E. coli v skupini D 
(ESBL-29 % in AmpC-14 %). Izolati ESBL-E. coli, z geni iz skupine blaCTX-M-1 se 
uvrščajo le v filogenetsko skupino A, izolati z ESBL alelom blaSHV-12 pa v skupine A, B1 in 
D, izolati z alelom blaCMY-2 z zpisom za encim CIT iz skupine AmpC, pa v skupine A, B1, 
D, E in F. V skupinah E in F, so encimi CIT zastopani edini in v največjem deležu, v 
primerjavi z ostalimi skupinami. V filogenetskih skupinah B2 in C ni izolatov z zapisi za 
encime iz skupin ESBL (blaSHV-12, 
 blaCTX-M-1) in AmpC (blaCMY-2). 
 
Slika 6: Delež izolatov z zapisom za encime ESBL-SHV-12, ESBL-CTX-M-1 in AmpC-CIT v filogenetskih 
skupinah glede na prenovljeni protokol. V skupini »ostalo« so ESBL in AmpC negativni izolati. Upoštevani 
so tudi klonalni izolati. N=106 izolatov. 
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4.2.6 Delež izolatov z izbranimi geni za dejavnike virulence  v posameznih 
filogenetskih skupinah 
Za analizo smo upoštevali razvrstitev izolatov v filogenetske skupine po novem protokolu. 
Primerjava deležev izolatov, z geni za izbrane dejavnike virulence, v posameznih 
filogenetskih skupinah je prikazana v Preglednici 11. 
1. Adhezini 
Genski zapis za lektin FimH iz skupine fimbrij tipa 1 (fimH) je prisoten v 100 % pri 
izolatih vseh filogenetskih skupin, razen A, v kateri ima zapis le 86% izolatov. Gen papC 
smo potrdili pri 20% izolatov v skupini C in 10% izolatov v skupini F. Zapis za papGII 
smo zasledili samo pri izolatih iz skupine C (20 %). Gen hra je prisoten v vseh skupinah 
razen C, najpogosteje ga najdemo v genomih izolatov iz skupin D (43 %) in E (67 %). 
Prevalenca gena iha je nizka; prisotnost genskega zapisa smo potrdili v skupinah B1 (27 
%), B2 (20 %), C (25 %) in D (33 %). Nismo ga potrdili v nobenem izolatu iz skupin A, E 
in F. Gena tsh, za temperaturno občutljivi hemaglutinin, nismo potrdili pri nobenemu 
izmed izolatov v skupini D, se pa pojavlja pri polovici izolatov iz skupine B2. 
2. Sistemi za privzem železa 
Gena fyuA in irp2 smo potrdili pri izolatih iz vseh filogenetskih skupin, največkrat v 
skupini B2 (90 % za fyuA in 80 % za irp2) in skupini C (70 % pri obeh), najmanjkrat pa pri 
izolatih iz skupine A (5 %). Podoben trend velja za iroN. Gen je prisoten 100 % pri izolatih 
skupine B2 in 90 % izolatov iz skupine C. V vseh skupinah smo, po pričakovanju, v 
podobnih deležih potrdili tudi gena iucD in iutA. Prisotna sta v vseh izolatih iz skupine F, 
po številu izolatov sledijo skupine D, C in B, najmanj pozitivnih izolatov je v skupini A. 
Gen sitA smo potrdili v vseh izolatih iz skupin D, E in F, v visokem deležu je prisoten tudi 
v ostalih filogenetskih skupinah, razen A (45% izolatov). 
3. Sistemi za izogibanje imunskemu sistemu 
Gen iss, z zapisom za protein, ki omogoča povečano odpornost proti serumu, je bil prisoten 
pri izolatih iz vseh filogenetskih skupin. Potrdili smo ga pri vseh izolatih iz skupine B2, 
pogost pa je tudi pri izolatih iz skupin C (90 %) in F (80 %). Prav tako smo v vseh 
skupinah potrdili gen traT. Prisoten je pri vseh izolatih iz skupin B2, D in F, pogost pa je 
tudi pri izolatih iz skupin C (90 %) in E (83 %). Gen kpsMTII je bil potrjen pri večini 
izolatov iz  filogenetskih skupin B2 (90 %) in D (86 %), nismo ga potrdili pri nobenemu od 
izolatov v skupinah B1, C in E ter le pri 5 % izolatov iz skupine A. 
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4. Toksini 
Gena za toksin astA ne zasledimo pri izolatih v skupinah B2 in C. Potrdili smo ga v 71 % 
izolatov iz skupine D in 50 % izolatov skupine E. V skupinah A, B1 in F, se giblje delež 
pozitivnih izolatov med 15 % in 20 %. Gena za hemolizin hlyA nismo potrdili pri 
nobenemu izolatu. Zapis za avtotransporter Vat (vat) smo potrdili le pri 70 % izolatov iz 
skupin B2 ter F. Zapis za gen vtx1 smo potrdili le pri 20 % izolatov iz skupine B2, za 
genotoksin Usp (usp) pa pri skoraj vseh (91 %) izolatih skupine B2, v nižjem deležu pa še 
v skupinah F (10 %), A (5 %) in B1 (3 %). Gen clbAQ je prisoten le pri 18 % izolatih iz 
skupine B2. 
5. Porin OmpTAPEC 
Gen ompTAPEC smo potrdili pri vseh izolatih iz skupine F, ter v 90 % izolatov iz skupin B2 
in C. Delež pozitivnih izolatov iz skupin A, B1 in E je bil nižji vendar še vedno med 55 % 
in 67 %. Zapis za imunski protein mikrocina/kolicina V (cvi) smo potrdili v visokem 
deležu izolatov iz skupine C (90 %), nismo ga pa zasledili v izolatih iz skupin A, D in E. 
Preglednica 19: Primerjava deležev izolatov z geni za izbrane dejavnike virulence v posameznih 
filogenetskih skupinah. 
genski zapis za 
dejavnik virulence 
A 
N=22 
B1 
N=40 
B2 
N=11 
C 
N=10 
D 
N=7 
E 
N=6 
F 
N=10 
fimH 86 100 100 100 100 100 100 
papC 0 0 0 20 0 0 10 
papGII 0 0 0 20 0 0 0 
hra 9 13 20 0 43 67 20 
iha 0 27 20 25 33 0 0 
ompTAPEC 55 60 90 90 86 67 100 
iss 32 63 100 90 43 17 80 
traT 59 70 100 90 100 83 100 
kpsMTII 5 0 90 0 86 0 10 
fyuA 5 18 90 70 57 17 40 
irp2 5 18 80 70 57 17 40 
      Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 20: Primerjava deležev izolatov z geni za izbrane dejavnike virulence v 
posameznih filogenetskih skupinah. 
genski zapis za 
dejavnik virulence 
A 
N=22 
B1 
N=40 
B2 
N=11 
C 
N=10 
D 
N=7 
E 
N=6 
F 
N=10 
 
iroN 36 69 100 90 57 17 40 
sitA 45 80 80 90 100 100 100 
iucD 5 43 60 80 86 67 100 
iutA 14 43 70 70 86 67 100 
hlyA 0 0 0 0 0 0 0 
vat 0 0 70 0 0 0 70 
tsh 5 28 50 10 0 17 20 
astA 19 15 0 0 71 50 20 
cvi 0 28 60 90 0 0 50 
vtx1 
usp 
clbAQ 
0 
5 
0 
0 
3 
0 
20 
91 
18 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
10 
0 
 
4. 3. ANALIZA IZOLATOV V POVEZAVI Z ODPORNOSTJO PROTI 
ANTIBIOTIKOM 
4.3.1 Odpornost proti antibiotikom pri izolatih iz analizirane zbirke E. coli 
Za našo zbirko izolatov smo iz Inštituta za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske 
fakultete Univerze v Ljubljani pridobili podatke o fenotipsko pozitivnih ESBL- in AmpC- 
izolatih. Pri teh izolatih smo s PCR opredelili genetsko determinanto. Od 13 izolatov 
ESBL-E. coli smo pri dveh potrdili zapis za skupino blaCTX-M-1 in pri enajstih alel blaSHV-12. 
Za potrditev slednjega smo SHV-specifični PCR-pomnožek sekvencirali in primerjali 
prevedeno zaporedje aminokislin z zaporedjem aminokislin znanih alelov za ESBL-SHV, 
ki so dostopna v spletnih podatkovnih bazah. Ker za ostale izolate nismo imeli fenotipskih 
rezistotipov, smo se odločili, da bomo ugotavljali možnost konjugativnega prenosa zapisov 
za odpornost proti arbitrarno izbranim antibiotikom. To so bili ampicilin, tetraciklin, 
kloramfenikol, trimetoprim, ciprofloksacin in cefotaksim. Pri izboru smo delno upoštevali 
dva kriterija, in sicer, da je bila odpornost proti antibiotiku v literaturi že povezana z 
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možnostjo konjugativnega prenosa, in/ali je antibiotik klinično/kritično pomemben za 
humano ali veterinarsko medicino. Zaradi aktualnosti smo vse izolate naknadno testirali za 
odpornost proti kolistinu in ugotovili, da so bili fenotipsko občutljivi.  
4.3.2. Konjugativni prenos plazmidov z zapisom za odpornost proti izbranim 
antibiotikom 
4.3.2.1 Konjugacija na ploščah z gojiščem BHI in izolacija transkonjugant 
Po konjugaciji na trdnem gojišču BHI smo transkonjugante (TK) izolirali na selekcijskih 
gojiščih z dodanim natrijevim azidom, za kontraselekcijo donorskega seva in izbranim 
antibiotikom za selekcijo plazmidno zapisane odpornosti pri TK. Za vse konugacije so bile 
narejene tudi ustrezne kontrole na selekcijskih gojiščih. 
Ker smo po dvodnevni inkubaciji na selekcijskih ploščah prepoznali kolonije z različnimi 
fenotipi (razlikovale so se predvsem v velikosti), smo TK pred nadaljnjim testiranjem 
potrjevali na molekularnem nivoju. 
Za potrjevanje smo uporabili različne pristope. V primeru, da sta donor in recipient 
pripadala različnima filogenetskima skupinama, glede na prvotni protokol, smo vse 
potencialne TK uvrstili v filogenetske skupine po prvotnem protokolu. Vse TK, ki so smo 
jih uvrstili v enako filogenetsko skupino kot recipienta J53 (A1), smo opredelili za 
pozitivne, in jih nadalje analizirali. V kolikor sta bila donor in recipient iz enake 
filogenetske skupine, smo za razlikovanje TK od  donorjev/recipientov uporabili profil 
ERIC-PCR in/ali prisotnost genov za dejavnike virulence (podrobnejši opis potrjevanja TK 
je opisan v metodah pod točko 3.2.5, ter na Sliki 1). 
V kolikor na slekcijskih gojiščih nismo zasledili nobenih TK, smo predpostavili, da donorji 
nimajo konjugativnih plazmidov z zapisom za odpornost proti selekcioniranim 
antibiotikom. Pri konjugacijah, kjer so na selekcijskih gojiščih zrasle potencialne 
transkonjugante, smo različne posamezne kolonije znova precepili na enako selekcijsko 
gojšiče in inkubirali 48 ur pri 37oC. Po končani inkubaciji smo pripravili lizate in ustrezne 
reakcije PCR (filogenija, ERIC-PCR, dejavniki virulence). Pri testiranju smo zasledili 4 
možne izide. 
1. Pozitivne TK se uvrstijo v enako filogenetsko skupino kot recipientski sev J53, donor je 
iz druge filogenetske skupine. Kot primer so na Sliki 7 prikazane TK donorja 64, pri 
katerem so na selekcijskih ploščah LB+(AZI AMP) in LB+(AZI CTX-2) ter po precepitvi 
na nove selekcijske plošče zrasle kolonije. Z reakcijo PCR smo jih uvrstili v filogenetske 
skupine. Obe koloniji TK sta iz skupine A1 (tako kot recipient J53) zato smo TK potrdili za 
pozitivni. Donor je bil namreč uvrščen v filogenetsko skupino B1. Dodatna primera sta v 
prilogah B in C). 
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Slika 7: Potrjevanje transkonjugant z uvrščanjem v filogenetske skupine na primeru TK donorja 64 AMPR-
CTXR. Leva slika prikazuje TK po prvem precepljanju, slika na sredini pa po ponovnem preceljanju na enako 
selekcijsko gojišče. Slika na desni prikazuje agarozni gel po elektroforezi, za filogenetske skupine 
specifičnih, PCR-pomnožkov. Iz slike je razvidno, da imata TK64 ApR in TK64 CTXR samo pomnožek, ki 
ustreza velikosti gena yjaA, kar ju uvršča v skupino A1, iz katere je tudi recipientski sev.2.  
Kadar sta bila donor in recipient uvrščena v enako filogenetsko skupino, smo imeli s 
potrjevanjem TK več težav. V nekaterih primerih smo TK uspeli potrditi na podlagi 
prisotnosti dejavnikov virulence s pomočjo PCR reakcije za posamezni dejavnik. Če je bila 
transkonjuganta pozitivnega donorja negativna, smo jo potrdili. Zaradi lažjega dela in ker 
so nekateri dejavniki virulence zapisani na konjugativnih plazmidih, smo v nadaljevanju 
TK prednostno potrjevali na podlagi profilov ERIC-PCR. 
Kot primer so na Sliki 8 prikazane kolonije donorja 20, pri katerem so na selekcijskih 
ploščah LB+(AZI AMP), LB+(AZI TET) in LB+(AZI CTX-2) ter po precepitvi na nove 
selekcijske plošče zrasle kolonije. Z reakcijo ERIC-PCR smo pridobili profile in jih 
primerjali med seboj. Profili testiranih kolonij TK so bili enaki profilu donorja, zato teh 
kolonij nismo potrdili kot TK. Dodaten primer je v prilogi D). 
 
Slika 8: Potrjevanje transkonjugant s primerjavo profilov ERIC-PCR na primeru TK donorja 20. V zgornji 
vrsti leve slike so prikazane kolonije po prvem precepljanju, v spodnji vrsti leve slike pa po ponovnem 
precepljanju na enakih selekcijskih gojiščih. Na desni sliki je prikazan agarozni gel po elektroforezi ERIC-
PCR-pomnožkov. Iz slike je razvidno, da imajo testirane kolonije enak profil ERIC-PCR kot donor. 
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3. V nekaterih primerih potencialne TK po večkratnem precepljanju na enaka selekcijska 
gojišča niso več rasle. Teh TK nismo potrdili in jih izvzeli iz analiz.  
Kot primer so na Sliki 9 prikazane kolonije donorja 28, pri katerem so po konjugaciji na 
selekcijskem gojišču LB+(AZI AMP) zrasle kolonije, ki po precepitvi na novo ploščo 
selekcijskega gojišča niso več rasle.  Teh kolonij nismo potrdili kot TK. Dodaten primer je 
v prilogi E. 
 
Slika 9: Potrjevanje transkonjugant na primeru donorja 28. Leva slika prikazuje kolonije po prvem 
precepljanju, desna slika pa po ponovnem precepljanju na enako selekcijsko gojišče. 
4.3.3 Delež izolatov s konjugativnimi plazmidi z zapisom za odpornost proti izbranim 
antibiotikom 
Pri 68 izolatih (64,15 %) nismo zasledili konjugativnega prenosa genskih zapisov za 
izbrane antibiotike. Pri konjugaciji 38-ih donorjev (35,85 %) pa smo na selekcijskih 
gojiščih izolirali in potrdili TK, ki so bile odporne proti različnim antibiotikom (v 
nadaljevanju z različnimi rezistotipi). Po rasti na primarnih selekcijskih gojiščih, na katerih 
smo zasledovali prenos enega zapisa za odpornost, smo vsako TK nacepili še na 
selekcijska gojišča, ki smo jim dodali posamezne antibiotike. Tako smo ugotovili, katere 
determinante odpornosti so se prenesle sočasno v eno TK. Pri poskusih konjugacij, kjer se 
zasleduje prenos odpornosti proti cefotaksimu, se v skladu z večino navedb v literaturi 
uporablja za selekcijo TK cefotaksim v končni koncentraciji 2 µg/ml gojišča. V naši 
raziskavi smo ugotovili, da po prenosu genov skupine blaCTX-M, vse TK in tudi pripadajoči 
donorski sevi rastejo pri tej koncentraciji, kar pa ne velja za seve skupine ESBL-SHV z 
alelom blaSHV-12. Sevi s tem zapisom dobro rastejo na gojiščih s koncentracijo cefotaksima 
1 µg/ml, v prisotnosti 2 µg/ml pa ne vedno. Ker smo TK primarno izolirali na gojiščih s 
cefotaksimom v končni koncentraciji 2 µg/ml, v nekaterih primerih nismo izolirali TK, 
kljub temu da smo pri donorjih, in naknadno pri TK selekcioniranih na gojiščih z dodanim 
ampicilinom, s PCR potrdili prisotnost zapisa blaSHV-12. Zato smo ponovno preverili rast 
vseh donorjev in TK na gojišču z dodanim cefotaksimom v koncentraciji 1 µg/ml. Pri vseh 
zraslih donorskih izolatih in TK smo s sekvenciranjem potrdili prisotnost ESBL-alela 
blaSHV-12. Na Sliki 7 so prikazani deleži donorjev s konjugativnimi plazmidi s katerimi se 
prenesejo geni za selekcionirane rezistotipe. V oklepaju so navedeni aleli, ki smo jih 
potrdili pri TK z molekularnimi metodami. Na podlagi teh rezultatov smo pri TK 
identificirali 12 različnih rezistotipov. 
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Če predpostavimo, da se s konjugacijo v en recipientski sev prenese sočasno en plazmid, 
lahko na podlagi 12-ih različnih rezistotipih pri TK, predvidevamo, da je v zbirki 106 
izolatov vsaj 10 konjugativnih plazmidov z zapisom za selekcionirane antibiotike: 
1. plazmid, z zapisom za  odpornost proti ampicilinu (AMP), 
2. plazmid z zapisom za odpornost proti ampicilinu in cefotaksimu v koncentraciji 1 
µg/ml - (AMP(SHV-12)). Prisoten je alel blaSHV-12, 
3. plazmid, z zapisom za odpornost proti tetraciklinu (TET),  
4. plazmid, z zapisom za odpornost proti cefotaksimu, v koncentraciji 2 µg/ml - (CTX 
(CIT)). Potrjena je prisotnost alela  blaCMY-2, 
5. plazmid, z zapisom za odpornost proti cefotaksimu v koncentraciji 2 µg/ml - (CTX 
(SHV-12)). Potrjena je prisotnost alela blaSHV-12, 
6. plazmid, z zapisom za odpornost proti ampicilinu in tetraciklinu (AMP-TET), 
7. plazmid, z zapisom za odpornost proti ampicilinu in cefotaksimu v koncentraciji 
µg/ml (AMP-CTX (SHV-12)). Potrjena je prisotnost  blaSHV-12, 
8. plazmid, z zapisom za odpornost proti ampicilinu in cefotaksimu v koncentraciji 2 
µg/ml – (AMP-CTX (CIT)). Potrjena je prisotnost alela blaCMY-2, 
9. plazmid, z zapisom za odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu in cefotaksimu v 
koncentraciji 2 mg/L – (AMP-TET-CTX (CIT)). Potrjena je prisotnost blaCMY-2, 
10. plazmid, z zapisom za odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu in kloramfenikolu – 
(AMP-TET-CAM), 
11. plazmid, z zapisom za odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu in trimetoprimu – 
(AMP TET TMP) in 
12. plazmid, z zapisom za odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu, kloramfenikolu in 
cefotaksimu v koncentraciji 2 µg/ml – (AMP-TET-CAM-CTX (CIT)). Potrjena je 
prisotnost alela blaCMY-2. 
Ker lahko encimi skupine SHV-12 in AmpC-CIT hidrolizirajo tudi ampicilin, imata 
plazmida 5 in 7 ter 4 in 8 lahko samo enake determinante odpornosti ali pa gre v obeh 
primerih za enak plazmid. 
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Pri konjugacijah smo pri 14-ih donorjih (13,21 %) izolirali TK, ki so bile odporne le proti 
ampicilinu (AMP), 7 donorjev (6,6 %) pa je imelo plazmide z zapisom za blaSHV-12, s 
katerimi se je prenesla tudi odpornost proti cefotaksimu (1 µg/ml). Ostali konjugativni 
plazmidi so bili zaznani v nižjem deležu, z njimi pa so se v TK prenesle sledeče 
kombinacije fenotipske odpornosti: TET (N=3, 2,83 %), AMP-TET-CTX (CIT) (N=3, 2,83 
%), AMP-TET, AMP-CTX (SHV-12) in AMP-CTX (CIT) (N=2, 1,89 %), CTX (CIT), 
CTX (SHV-12), AMP-TET-CAM-CTX (CIT), AMP-TET-CAM in AMP-TET-TMP 
(N=1, 0,94 %). 
 
Slika 10: Delež izolatov s konjugativnimi plazmidi z zapisom  za odpornost proti selekcioniranim 
antibiotikom. Upoštevani so tudi klonalni izolati. V oklepaju so navedeni encimi, za katere je bil potrjen 
prisoten genski zapis. Brez plazmida = pri transkonjugantah nismo zasledili konjugativnega prenosa 
odpornosti za selekcionirane antibiotike. N=106 izolatov. 
4.3.4 Delež ESBL in AmpC pozitivnih izolatov E. coli, s konjugativnimi plazmidi z 
zapisom za odpornost proti izbranim antibiotikom 
Pri skupinah izolatov s potrjenimi geni za encime ESBL in AmpC smo zasledili TK s 
sledečimi fenotipi: AMP, CTX, AMP-CTX in AMP-TET-CTX. V skupini izolatov, pri 
kateri smo potrdili prisotnost genov za encime ESBL iz skupine blaCTX-M-1, smo potrdili 
sočasni konjugativni prenos odpornosti proti ampicilinu. To je lahko posledica delovanja 
encimov skupine CTX-M ali drugih β-laktamaz, z ožjim hidrolitičnim spektrom, ki so na 
istih plazmidih. V skupini TK z zapisom za ESBL blaSHV-12, smo potrdili, da ti plazmidi 
posredujejo odpornost proti ampicilinu in ampicilinu ter cefotaksimu. Ne moremo pa 
potrditi ali je to posledica enega ali več genov. 
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Slika 11: Delež različnih fenotipskih rezistotipov pri transkonjugantah v skupinah ESBL-SHV-12, ESBL-
CTX-M-1, AmpC-CIT in ostalih transkonjugant. Upoštevani so tudi klonalni izolati. 
4.3.5 Konjugacija v tekočemu gojišču in frekvenca konjugativnega prenosa genskih 
zapisov za odpornost proti izbranim antibiotikom 
Za izvedbo konjugacije v tekočemu gojišču smo se odločili za nekaj izbranih izolatov, pri 
katerih nismo uspeli izolirati TK s konjugacijami na ploščah z gojiščem BHI, in v primeru, 
ko smo želeli izračunati frekvence konjugacij. Za selekcijo smo uporabili enaka selekcijska 
gojišča, kot pri konjugaciji na trdnih gojiščih. Za izračun frekvence konjugacije smo 
ugotovili še vsakokratno koncentracijo recipientskega seva, kot je opisano v metodah. Po 
konjugaciji donorjev 104, 106 in 114, vsi imajo alel blaCMY-2, z recipientskim sevom J53 
smo na selekcijskih gojiščič izolirali le TK104 AMP (frekvenca konjugacije je bila 
3,06×10-8) in TK114 AMP (frekvenca konjugacije je bila 2,5×10-5). V obeh primerih s 
konjugacijo na plošči z gojiščem BHI nismo dobili TK. 
Pri treh izolatih ESBL-SHV-12 (donorji 42, 51 in 68), ki so rasli na trdnem gojišču LB z 
dodanim cefotaksimom v koncentraciji 2 µg/ml, smo po konjugaciji v tekočem gojišču 
izolirali TK dveh donorjev. Frekvenca prenosa zapisa za odpornost proti ampicilinu za 
donorja 51 je bila 7,90×10-8 in za izolat 68 5,35×10-8. V kolikor smo frekvence ugotavljali 
po selekciji na ploščah LB+(AZI CTX) pa 6,1×10-9 oziroma 8,97×10-10. 
Pri izolatih 63, 90 in 118, za katere smo po konjugaciji na trdnem gojišču izolirali TK na 
selekcijskem gojišču LB+(AZI TET), smo po konjugaciji v tekočem gojišču izolirali TK le 
pri dveh, in sicer na ploščah LB+(AZI AMP) in LB+(AZI TET). Frekvenci dobljeni po 
selekciji TK na gojišču LB+(AZI  AMP) sta bili 3,39×10-7 (izolat 90) in 9,18×10-7 (izolat 
118), na ploščah z gojiščem LB+(AZI TET) pa 4,83×10-7 in 6,72×10-4. 
Pri donorskih izolatih 24 in 56, pri obeh je prisoten gen blaTEM, smo po konjugaciji na 
trdnem in v tekočemu gojišču izolirali TK na selekcijskem gojišču LB+(AZI AMP). 
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Frekvenci konjugacije v tekočemu gojišču sta bili 9,11×10-8 za izolat 24 in 4,5×10-8 za 
izolat 56. 
Preglednica 21: Frekvence konjugacije za izbrane donorske seve po selekciji transkonjugant na različnih 
gojiščih  
IZOLAT ESBL/AmpC REZISTOTIP SELEKCIJA NA 
GOJIŠČU 
LB z dodanim: 
FREKVENCA 
KONJUGACIJE 
POTRJEN 
GENSKI ZAPIS 
104 AmpC / AZI + AMP 3,06×10-8 blaCMY-2 
106 AmpC /  / blaCMY-2 
114 AmpC / AZI + AMP 2,50×10-5 blaCMY-2+ blaTEM 
42 ESBL CTX  / blaSHV-12 
51 ESBL AMP CTX AZI + AMP 7,90×10-8 blaSHV-12 
   AZI + CTX 6,10×10-9  
68 ESBL AMP CTX AZI + AMP 5,35×10-8 blaSHV-12 
      AZI + CTX 8,97×10-10   
63  TET  /  
90  TET AZI + AMP 3,39×10-7  
   AZI + TET 4,83×10-7  
118  TET AZI + AMP 9,18×10-7  
      AZI + TET 6,72×10-4   
24  AMP AZI + AMP 9,11×10-8 blaTEM 
56  AMP AZI + AMP 4,5×10-8 blaTEM 
 
4.3.6 Uvrstitev izolatov s konjugativnimi plazmidi v filogenetske skupine 
Iz Slike 12 je razvidno, da se izolati s konjugativnimi plazmidi uvrščajo v različne 
filogenetske skupine, z izjemo  skupine F. 
Donorski izolati z največ različnimi plazmidi z zapisom za odpornost proti izbranim 
antibiotikom, (7) so iz filogenetskih skupin A in B1, sledijo donorji iz skupin E in D s po 3 
različnimi plazmidi, B2 z dvema, pri edinem donorju iz skupine C pa smo po konjugaciji 
izolirali le TK odporne proti ampicilinu. Izolati, pri katerih smo po konjugaciji potrdili 
prisotnost blaSHV12 so iz skupin A, B1 in D, donorji TK z blaCMY-2  pa iz skupin A, B1, E in 
D. Donorji za TK, ki so odporne proti ampicilinu, se uvrščajo v vse filogenetske skupine, 
razen F. Za nobenega od 10-ih izolatov, ki se uvršča v to skupino, nismo po konjugaciji in 
selekciji na izbranih gojiščih uspeli izolirati TK. 
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Slika 12: Deleži različnih rezistotipov transkonjugant glede na filogenetsko skupino donorskega izolata, 
določeno po prenovljenem protokolu. Upoštevani so tudi klonalni izolati. N=38 TK. 
4.3.7 Razvrstitev izolatov s konjugativnimi plazmidi glede na vir izolata 
Največji delež izolatov s konjugativnimi plazmidi z zapisom za odpornost proti izbranim 
antibiotikom smo potrdili v skupini izolirani iz okolja (51,22 %). Izolati s konjugativnimi 
plazmidi predstavljajo največji delež pri skupini izolatov iz okolja, sledi skupina izolatov 
iz organov (34,62 %), najmanjši delež pa predstavljajo pri skupini izolatov iz jat z visokim 
poginom (25 %). 
 
Slika 13: Delež rezistotipov transkonjugant glede na izvor donorskega izolata. Klonalni izolati iz istega vira 
niso upoštevani, razen pri skupini VP če se je vir izolacije razlikoval. N= 99 (cepilni sev ni vključen). 
OK=okolje, ORG=organi in VP= jate s kolibacilozo. 
 
4.3.8 Restrikcijski profili konjugativnih plazmidov 
Plazmide z enakimi restrikcijskimi profili smo potrdili le v skupini TK, ki so bile odporne 
proti ampicilinu. Pri 20-ih izolatih smo na osnovi restrikcijskih profilov potrdili 16 
različnih plazmidov z zapisom za odpornost proti ampicilinu. Enake konjugativne 
plazmide imata izolata 83 in 85 (plazmid AMP SHV-12), izolata 29 in 31 (plazmid AMP 
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TEM), izolata 47 in 39 (plazmid AMP TEM) in izolata 105 in 108 (plazmid AMP TEM 
CTX-M-1). 
Profili plazmidov, povezanih z drugimi rezistotipi se med seboj razlikujejo. 
Primer restrikcijskih profilov plazmidov po gelski elektroforezi je v prilogah (Priloga H). 
4.3.9 Prisotnost genov z zapisom za dejavnike virulence pri izolatih s konjugativnimi 
plazmidi 
Pri izolatih s konjugativnimi plazmidi smo najpogostejši potrdili gen fimH (pri 94,7 % 
izolatov), sledijo traT in sitA (78,9 %), ompTAPEC (68,4%), iroN (57,9 %), iss (55 %), iucD 
in iutA (34,2 %), astA (23,7 %), cvi in hra (18 %), kpsMTII, fyuA, irp2 in tsh (13,2 %), usp 
(5,3 %) ter iha, vat in clbAQ (2,6 %). Pri izolatih s konjugativnimi plazmidi nismo zasledili 
genov za papC, papGII, hlyA in vtx1. 
 
Slika 14: Prisotnost genov za dejavnike virulence pri izolatih s konjugativnimi plazmidi. N=38. 
4.3.10 Prisotnost virulentnih dejavnikov pri ESBL- in AmpC-pozitivnih izolatih E. 
coli s konjugativnimi plazmidi 
Pri 10-ih izolatih ESBL SHV-12, pri katerih smo potrdili konjugativne plazmide, ima devet 
izolatov gene traT, fimH in sitA, sedem gene za ompTAPEC in iroN, pri šestih izolatih smo 
potrdili zapis iss, pri štirih cvi, in pri treh astA.  Pri dveh izolatih so hra, fyuA, irp2, iucD in 
iutA ter zgolj pri enemu kpsMTII. Pri nobenemu izmed ESBL SHV-12-pozitivnemu 
donorskemu izolatu nismo potrdili prisotnosti genov papC, papGII, iha, hlyA, vat, tsh, 
vtx1, usp in clbAQ. 
Pri dveh ESBL CTX-M-1-pozitivnih izolatih s konjugativnim plazmidom smo zaznali 
skoraj enake gene za  dejavnike virulence. Pri obeh so prisotni fimH, ompTAPEC, iss, traT, 
iroN in sitA. Razlikujeta se le v prisotnosti hra pri enem usp pri drugem izolatu. 
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Pri 4-ih AmpC-CIT-pozitivnih izolatih s konjugativnimi plazmidi, smo pri vseh potrdili 
gena kpsMTII in fimH. Pri treh izolatih smo potrdili še astA in pri dveh hra, ompTAPEC, 
traT, sitA, iucD in iutA. Ostali dejavniki virulence niso prisotni. 
 
Slika 15: Prisotnost genov za dejavnike virulence pri ESBL-SHV-12, ESBL-CTX-M-1, AmpC-CIT 
pozitivnih in ostalih izolatih s konjugativnimi plazmidi. Upoštevani so tudi klonalni izolati iz različnih virov.  
4.4 PRIMERJAVA PRISOTNOSTI DEJAVNIKOV VIRULANCE MED SKUPINAMI 
IZOLATOV IZ OKOLJA, ORGANOV IN JAT Z VISOKIM POGINOM 
Za boljšo opredelitev izolatov in zaradi razpoložljivosti podatkov smo analizirali še 
pogostost pojavljanja genov za dejavnike virulence v genomih izolatov pridobljenih iz 
različnih virov. Iz Preglednice 12 je razvidno, da s primerjavo prisotnosti genov za 
dejavnike virulence med skupinama izolatov iz organov (ORG) in jat z visokim poginom 
(VP) ugotovimo statistično značilno razliko za 9 genov. Pri izolatih VP so bolj pogosto 
prisotni geni geni fimH, papC, papGII, ompTAPEC, traT, iroN in clbAQ. Pri izolatih iz 
organov pa sta bila statistično večkrat potrjena gen hra in iha. 
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Preglednica 22: Primerjava prisotnosti genov za dejavnike virulence med skupinama izolatov iz organov in 
jat s kolibacilozo. Stopnja zaupanja α=0,05. Z * so označeni dejavniki virulence, pri katerih je bila potrebna 
uporaba korekcije »Additive smoothing« . 
Stat. značilna razlika P(F<=f) one-tail Ni st. zn. razlike P(F<=f) one-tail 
fimH* 0,006 kpsMTII 0,380 
papC* 0,016 iss 0,102 
papGII* 0,016 fyuA 0,398 
hra 0,014 irp2 0,252 
iha* 0,003 sitA 0,459 
ompTAPEC 7,41×10-9 iucD 0,449 
traT* 6,92×10-8 iutA 0,430 
iroN 0,040 hlyA* 0,243 
clbAQ 0,016 vat 0,060 
  tsh 0,075 
  astA 0,066 
  cvi 0,306 
  usp 0,426 
 
V Preglednici 13 je prikazana primerjava prisotnosti genov za dejavnike virulence med 
skupinama izolatov iz okolja in jat z visokim poginom. Razvidna je statistično značilno 
razlika v prisotnosti 13-ih genov za dejavnike virulence. Večjo zastopanost pri jatah z 
visokim poginom smo potrdili za gene fimH, papGII, ompTAPEC, traT, iroN, sitA, vat, astA, 
cvi, usp in clbAQ. Večjo zastopanost pri izolatih iz okolja pa smo potrdili za gena hra in 
iha. 
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Preglednica 23: Primerjava prisotnosti genov za dejavnike virulence med skupinama izolatov iz okolja in jat 
s kolibacilozo. Stopnja zaupanja α=0,05. Z * so označeni dejavniki virulence pri katerih je bila potrebna 
uporaba korekcije »Additive smoothing«. 
Stat. značilna razlika P(F<=f) one-tail Ni st. zn. razlike P(F<=f) one-tail 
fimH* 0,002 kpsMTII 0,459 
papGII* 0,0003 papC* 0,072 
hra 0,008 iss 0,088 
iha* 0,005 fyuA 0,101 
ompTAPEC 7,029×10-10 irp2 0,155 
traT* 3,33×10-10 iucD 0,422 
iroN 0,019 iutA 0,457 
sitA 0,037 hlyA* 0,375 
vat 0,003 tsh 0,070 
astA 0,026   
cvi 0,021   
usp 4,76×10-4   
clbAQ 1,94×10-4   
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5 RAZPRAVA 
Večina izolatov v analizirani zbirki je bilo neklonalnih, kar kaže na raznolikost sevov v 
vzorčenih perutninskih rejah. V nekaterih primerih smo potrdili prisotnost dveh klonalnih 
izolatov, ki sta bila sicer pridobljena istočasno iz različnih vzorcev (npr. organi in zrak) v 
isti reji. Med vsemi klonalnimi izolati smo, v povezavi s konjugativnimi plazmidi, potrdili 
dva različna para. Izolata prvega para sta pozitivna za ESBL alel blaSHV-12, izolata iz 
drugega para pa za alel blaCMY-2 za encim iz skupine pAmpC. Slednja sta bila odporna 
proti trem testiranim antibiotikom (AMP, TET in CTX-2) in fenotipsko hemolitična. 
Zanimivo je, da z molekularno tipizacijo nismo uspeli potrditi genskega zapisa za poznane 
hemolizine pri E. coli (hlyA, ehx, hlyF, tsh/hbp), kar nakazuje možnost, da gre za nov ali 
spremenjen hemolizin. Oba odporna klonalna para E. coli sta bila izolirana na eni od večjih 
perutninskih rej v Sloveniji in predstavljata tveganje za prenos genov za odpornost proti 
klinično pomembnim antibiotikom ter dejavnikov virulence znotraj reje ali preko 
prehranske verige do ljudi. Pri ostalih klonalnih izolatih nismo potrdili prisotnosti 
konjugativnih plazmidov povezanih s testiranimi rezistotipi. 
5.1 ANALIZA IZOLATOV V POVEZAVI S FILOGENETSKIMI SKUPINAMI 
Podatki iz objavljenih študij o uvrstitvi patogenih sevov APEC v filogenetske skupine se 
med objavami lahko nekoliko razlikujejo. Večina sevov se uvršča v skupini A in D, v 
manjši meri pa v B2 (Rodriguez in sod., 2005). Patogeni in večkratno odporni sevi pa so 
bili opisani tudi v skupini B1 (Skjøt-Rasmussen in sod., 2013). V izsledkih novejših 
raziskav večino bolj virulentnih sevov z zapisi za encime iz skupin ESBL in pAmpC 
povezujejo s filogenetskima skupinama B2 in D. Večina naših izolatov se uvršča v skupini 
B1 (37,74 %) in A (20,75 %), torej v skupini, kamor se pogosto uvrščajo patogeni sevi 
APEC. Glede na vir izolacije so opazne razlike le pri filogenetskih skupinah D, E in F, v 
katere naj bi se uvrščali bolj virulentni sevi, torej tisti z več dejavniki virulence. V 
filogenetsko skupino E smo uvrstili le izolate iz organov, v skupini D pa je večina izolatov 
iz okolja (71 %). Zanimiva je skupina F, ki jo v 70 % sestavljajo izolati iz jat s 
kolibacilozo, torej sem verjetno sodijo najbolj virulentni sevi. 
Nobeden izmed izolatov z encimi iz skupin ESBL in AmpC ni iz filogenetskih skupin B2 
in C. Največ se jih je uvrstilo v skupino D (ESBL-29 % in AmpC-14 %), kar delno 
sovpada s podatki iz literature. Gene blaCTX-M-1 za encime družine CTX-M smo potrdili le 
pri izolatih iz filogenetske skupina A, kar ni skladno z objavljenimi podatki. Večkratno 
odporne seve z zapisi za encime CTX-M-1 se povezuje z izolati iz skupine B2 (Bajaj in 
sod., 2016). S skupino A se povezuje alel blaCTX-M-8 (Alvarenga in sod.,2015), ki ga nismo 
potrdili med analiziranimi izolati. ESBL-pozitivni izolati z alelom blaSHV-12 so bili 
predvsem iz skupine D, sledita B1 in A. Seve s pAmpC se povezuje predvsem s skupinama 
B2 in D, pAmpC alel blaCMY-2 pa z A in D (Alvarenga in sod., 2015). Največji delež naših 
AmpC-pozitivnih izolatov z alelom blaCMY-2 je pripadal skupinam E in F, nižji delež pa 
skupinam D, B1 in A. 
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Glede na razvrstitev izolatov v filogenetske skupine po prvotnem protokolu (Clermont in 
sod., 2000) v primerjavi s prenovljenim protokolom (Clermont in sod., 2013) je bilo 
premeščenih 26,42 % izolatov (Slika 3). To je manj kot v raziskavi, ki so jo opravili 
Lougue in sod. (2017), v kateri je bilo premeščenih 40,49 % ptičjih izolatov ExPEC, v 
skupini sevov APEC pa je bil delež premeščenih E. coli še višji, in sicer 53,8 %. Za razliko 
od tega so primerljive skupine premestitev iz skupine A1 v C in iz D2 v E ali F. Podoben 
delež premeščenih izolatov (23,33 %), kot je opisan v naši raziskavi, so dobili tudi Starčič 
Erjavec in sod. (2017) za skupino ptičjih fekalnih sevov. Med 106 izolati prvotno samo 
enega nismo uspeli po prenovljenem protokolu uvrstiti v nobeno filogenetsko skupino (NT, 
iz angl.: not typable). Po ponovljeni identifikaciji na gojiščih UriSelect, ECC in analizo z 
MALDI-TOF, smo izolat opredelili kot sev vrste Citrobacter brachii. Glede na naša 
opažanja predvidevamo, da je delež izolatov E. coli, ki so bili v literaturi opredeljeni kot 
NT, višji od dejanskega zaradi napačne identifikacije bakterij, zlasti iz vzorcev s 
kompleksno mikrobno združbo. 
5.2 ANALIZA IZOLATOV V POVEZAVI Z ODPORNOSTJO PROTI ANTIBIOTIKOM 
5.2.1 Težave pri potrjevanju transkonjugant 
Pri potrjevanju TK smo imeli nekaj težav, saj so nekateri donorji rasli tudi na selekcijskih 
gojiščih z natrijevim azidom, zato kolonij na teh gojiščih nismo mogli takoj obravnavati 
kot TK. Potrebno je bilo molekularno potrjevanje z reakcijo PCR za filogenijo (prvotni 
protokol) ali primerjava profilov dobljenih po ERIC-PCR reakciji. Rezultati potrjevanj za 
izbrane, običajno fenotipsko različne TK, so bili različni, zato pri nadaljnjih konjugacijah 
nismo mogli določiti TK že na podlagi izgleda kolonij. Tako večje kot tudi manjše kolonije 
so bile med potrjenimi in zavrnjenimi TK, le med mikrokolonijami ni bilo potrjenih. 
Najlažje je bilo potrjevanje TK donorjev, ki ne sodijo v filogenetsko skupino A1, saj je 
rezultat po reakciji PCR uvrstitev v filogenetsko skupino nedvoumen. Kolonije TK zrasle 
po konjugaciji donorjev iz skupin Ao, B1, B2 in D, ki so bile iz skupine A1 so bile potrjene 
kot TK (recipient J53 je iz filogenetske skupine A1), ostale pa zavrnjene. TK donorjev, ki 
so bili iz skupine A1, na ta način nismo mogli potrjevati, zato smo uporabili druge metode. 
Največkrat s primerjavo profilov ERIC-PCR, v nekaterih primerih pa na podlagi 
prisotnosti genov za dejavnike virulence. Če so kolonije imele enak profil kot donor, smo 
jih zavrnili kot TK, če pa so imele enak ali zelo podoben (opazna je lahko manjša razlika 
zaradi prejetega plazmida) profil, kot naš recipient pa smo jih potrdili. Alternativna 
metoda, ki bi jo lahko uporabili za ločevanje donorjev, recipienta in TK je tudi 
elektroforeza DNA v pulzirajočem električnem polju (PFGE). Potrjevanje bi bilo mogoče 
tudi fenotipsko z recipientom J53 Lac-, vendar nam seva z UV-mutagenezo ni uspelo 
pripraviti. 
5.2.2 Konjugativni plazmidi z zapisom za odpornost proti izbranim antibiotikom 
Konjugativne plazmide z izbranimi zapisi za fenotipsko odpornost proti antibiotikom smo 
potrdili pri 35,85 % izolatov. Na teh plazmidih smo največkrat potrdili fenotipsko 
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odpornost proti ampicilinu, tetraciklinu in cefotaksimu. Glede na restrikcijske profile smo 
jih razvrstili v 12 skupin. Plazmide z zelo podobnim restrikcijskim profilom smo potrdili le 
pri TK, ki so zrasle na selekcijskih gojiščih z ampicilinom. Ostali analizirani plazmidi se 
po restrikcijskih profilih razlikujejo med seboj. 
Pri ESBL- in AmpC-pozitivnih izolatih se s konjugativnimi plazmidi prenese predvsem 
odpornost proti proti ampicilinu in cefotaksimu. 
Nobeden od 106 izolatov ni bil odporen proti kolistinu, ki se uporablja kot antibiotik 
zadnje izbire, predvsem za zdravljenje okužb, ki jih povzročajo bakterije odporne proti 
karbapenemom. Število proti kolistinu odpornih sevov sicer narašča zaradi povečane 
uporabe antibiotika in prenosa odpornosti preko plazmidov (Gregoire in sod., 2017). 
Pri vseh treh skupinah izolatov glede na vir vzorčenja (okolje, organi, jate s kolibacilozo) 
prevladujejo izolati brez konjugativnih plazmidov, med ostalimi pa so najbolj pogosti 
konjugativni plazmidi z zapisom za odpornost proti ampicilinu. Največ jih je sicer pri 
okoljskih izolatih, sledijo izolati iz organov, najmanj pa jih je pri jatah z visokim poginom. 
Seve E. coli, ki sintetizirajo β-laktamaze pogosto izolirajo tudi iz piščančjega mesa. V 
Braziliji rezultati kažejo na veliko raznolikost fenotipskih rezistotipov. Zanimivi so bili 
rezultati analiz mesa piščancev iz ekoloških rej, v katerem so zasledili največjo raznolikost 
alelov bla (družina blaCTX-M in blaCMY-2) (Alvarenga in sod., 2015). 
Sevi s plazmidi za ESBL so bili izolirani tudi iz mesa piščancev iz ekoloških rej v Nemčiji 
(Kola in sod., 2012) in na Nizozemskem (Cohen in sod., 2012). Vir teh sevov so verjetno 
dan stari kolonizirani piščanci in prisotnost teh sevov v okolju. V naših izolatih smo 
potrdili alele blaSHV-12, blaCMY-2 in blaCTX-M-1. 
Podobno raziskavo pri perutnini so v Nemčiji naredili tudi von Tippelskirch in sod. (2018). 
Ugotavljali so zastopanost in število ESBL- in AmpC- producirajočih bakterij iz družine 
Enterobacteriaceae v cekumu, koži, mesu in tudi v okolju. Ti sevi so bili prisotni v vseh 
preiskovanih jatah, največ v vzorcih iz organov, manj v mesu in okolju. V naši zbirki 
sevov so ESBL- in AmpC-izolati enako pogosti tako v okoljskih, kot v izolatih iz organov, 
so pa nekoliko pogostejši pri izolatih iz jat obolelih za kolibacilozo. Pri 82 % izolatov iz 
družine Enterobacteriaceae, ki so bili odporni proti cefotaksimu so von Tippelskirch in 
sod. (2018) našli vsaj enega od preučevanih β-laktamaznih genov (blaCTX-M, blaSHV, blaTEM 
in blaAmpC-CMY), med temi sta bila najpogostejša blaCMY-2 (48 %) in blaSHV-12 (23 %). V 
naši zbirki so vsi izolati s konjugativnimi plazmidi, ki posredujejo odpornost proti 
cefotaksimu, imeli enega od teh β-laktamaznih genov. Najpogostejši je bil alel blaSHV-12, 
sledita blaCMY-2 in blaTEM  (upoštevani so tudi izolati, pri katerih na selekcijskih gojiščih s 
cefotaksimom v končni koncentraciji 2 µg/ml nismo uspeli izolirati TK, vendar smo 
kasneje potrdili, da so odporni proti nižji koncentraciji). 
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5.2.3 Frekvenca konjugacije 
Konjugativni plazmidi, ki posredujejo odpornost proti tetraciklinu, se prenesejo v 
recipientski sev J53 z najvišjo frekvenco konjugacije (4,83×10-7 in 6,72×10-4). 
Frekvenca konjugacije za plazmide z pAmpC je višja kot za plazmide z zapisi za ESBL. 
Frekvenca konjugacij za prenos plazmidov z blaSHV-12 se je razlikovala v odvisnosti od 
uporabljenega selekcijskega gojišča za TK. Na selekcijskih ploščah LB+(AZI AMP) je bila 
7,9×10-8 in 5,35×10-8, na ploščah LB+(AZI CTX-2) pa 6,1×10-9 in 8,97×10-10. Frekvence 
prenosov plazmidov s pAmpC blaCMY-2 so bile 3,06×10
-8 in 2,5×10-5. 
5.2.4 Filogenetske skupine izolatov s konjugativnimi plazmidi 
Največ različnih konjugativnih plazmidov smo potrdili za donorje iz filogenetskih skupin 
A in B1 v padajočem številu sledijo donorji iz skupin E, D, B2 in C. Zanimivo je, da 
izolatov s konjugativnimi plazmidi nismo našli le med donorskimi izolati iz filogenetske 
skupine F, v kateri je največji delež izolatov iz jat z visokim poginom. 
Konjugativne plazmide z zapisom za blaSHV-12  smo potrdili za donorje iz filogenetskih 
skupin A, B1 in D, TK z blaCMY-2 pa po konjugaciji donorskih izolatov iz skupin A, B1, E 
in D. Zanimivo je, da nobenega od teh alelov nismo potrdili pri donorjih iz filogenetske 
skupine B2, ki velja za bolj virulentno ter v skupini C. 
5.2.5 Prisotnost genov z zapisom za dejavnike virulence pri izolatih s konjugativnimi 
plazmidi 
S sevi APEC povezujejo dejavnike virulence kot so adhezini, kapsule, proteini zunanje 
membrane, temperaturno občutljivi hemaglutinin, hemolizni, proteini serumske odpornosti 
in sistemi za privzem železa (Janßen in sod., 2001), kar se ujema tudi z našimi rezultati. Pri 
izolatih s konjugativnimi plazmidi smo potrdili različne dejavnike virulence, od adhezinov, 
toksinov, sistemov za privzem železa in proteinov vpletenih v serumsko odpornost. 
Najpogostejši je adhezin FimH, sledita TraT (serumska odpornost) in SitA (sistem za 
privzem železa). Pri teh izolatih nismo potrdili genov papC in papGII, ter toksinov HlyA 
in Vtx1. 
K patogenosti sevov pri sepsi naj bi prispevali predvsem adhezini (npr. FimC in Tsh), 
toksini in sistemi za privzem železa (IucD, FyuA in Irp2) (Janßen in sod., 2001). V 
Braziliji so pri pojavih sepse pri perutnini pogosto prisotni dejavniki virulence kot so 
adhezini (FimH, PapC, Mat), invazini (Tia), sistemi za privzem železa (IroN) in proteini 
serumske odpornosti (Iss, OmpA, TraT) (Fernandes in sod., 2017). Pri izolatih iz 
slovenskih jat s kolibacilozo so bolj pogosto prisotni geni za dejavniki virulence, kot so 
adhezini (FimH, PapGII), porin zunanje membrane (OmpT), protein serumske odpornosti 
(TraT), toksin (ClbAQ) in sistem za privzem železa (IroN). Manj pogosto pa smo potrdili 
gena hra in iha. Adhezin PapC je bil pri jatah s kolibacilozo bolj pogost le v primerjavi z 
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izolati iz organov, sistem za privzem železa SitA ter toksina Vat in Usp pa le v primerjavi z 
izolati iz okolja.  
Pri izolatih z ESBL blaSHV-12 na konjugativnih plazmidih, smo največkrat potrdili 
prisotnost genov za virulentne dejavnike traT, fimH in sitA. Pri nobenemu pa genov papC, 
papGII, iha, hlyA, vat, tsh, vtx1, usp in clbAQ. 
5.2.5.1 Prisotnost genov z zapisom za dejavnike virulence pri izolatih s konjugativnimi 
plazmidi v povezavi s filogenetskimi skupinami 
Potencialni virulentni sevi naj bi se uvrščali predvsem v filogenetski skupini B2 in D 
(Clermont in sod., 2000). Pri sevih ExPEC iz skupine B2 pogosto najdemo zapise za 
dejavnike virulence kot so iutA, iroN, ibeA, malX, sat, usp in fimH (Bajaj in sod., 2016). 
Tudi v naši zbirki izolatov so se tisti iz filogenetske skupine B2 izkazali kot bolj virulentni. 
Od 23 testiranih dejavnikov virulence pri njih nismo našli le adhezinov PapC in PapGII ter 
toksinov HlyA in AstA. So pa v vseh izolatih iz skupine B2 prisotni adhezini FimH, 
proteina serumske odpornosti Iss in TraT ter IroN za privzem železa. Ta skupina je tudi 
edina, v kateri najdemo toksina Vtx1 in ClbAQ. K večji virulenci torej pomembno 
pripomorejo adhezini, sistemi za privzem železa in proteini serumske odpornosti. Tudi v 
skupini D smo zaznali veliko dejavnikov virulence iz skupin adhezinov, sistemov za 
privzem železa in proteinov serumske odpornosti, od toksinov pa najdemo le AstA. 
Izpostavili bi tudi filogenetsko skupino F, ki prav tako vsebuje veliko dejavnikov 
virulence, nekateri se pojavljajo pri vseh izolatih iz te skupine. Kot pomembni dejavniki iz 
te skupine so se pokazali sistemi za privzem železa; pri vseh izolatih skupine F so prisotni 
kar trije, SitA, IucD in IutA. Najmanj virulentni so sevi iz filogenetskih skupin A in B1. 
Imajo pa izolati iz skupine C dokaj veliko dejavnikov virulence, zato verjetno novi 
protokol za razvrščanje E. coli v filogenetske skupine iz skupine A1 bolj virulentne seve 
premesti v skupino C, ostali pa so premeščeni v A. 
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6 SKLEPI 
Pri analizi 106 izolatov iz slovenskih perutninskih rej smo ugotovili: 
- da potrjujemo 
HIPOTEZO 1: V sevih E. coli iz perutninske reje so prisotni tudi konjugativni plazmidi, ki 
imajo zapise za odpornost proti nekaterim pomembnim antibiotikom. 
Pri 35,85 % izolatov smo potrdili konjugativne plazmide z izbranimi zapisi za fenotipsko 
odpornost proti antibiotikom. Večinoma gre za odpornosti proti ampicilinu, tetraciklinu in 
cefotaksimu, slednjo povezujejo z večkratno odpornimi sevi in horizontalnim genskim 
prenosom, kar predstavlja problem za prenos odpornosti. Največ jih je v okoljskih izolatih, 
najmanj pa pri jatah s kolibacilozo. Večinoma gre za različne plazmide, torej ne gre za 
širjenje le nekaj plazmidov; 
- da potrjujemo  
HIPOTEZO 2: Delež izolatov v filogenetskih skupinah po prenovljenem protokolu se 
razlikuje od deleža, ki ga ugotovimo s prvotnim načinom razvrstitve. 
Glede na primerjavo protokolov za razvrščanje E. coli v filogenetske skupine priporočamo 
uporabo prenovljenega, saj bolje razvrsti seve tudi glede na ostale lastnosti, kot je 
prisotnost dejavnikov virulence. Premeščenih je bilo 26,42 % izolatov, največ premestitev 
je iz skupine A1 v C in iz D2 v E ali F. Sevi, ki so iz A1 premeščeni v skupino C so bolj 
virulentni, ostali pa so premeščeni v A. Prav tako so sevi iz F skupine bolj virulentni kot 
sevi skupine E. Prenovljeni protokol pa lahko deluje tudi kot dodaten filter za izolate, ki 
niso E. coli. V naši zbirki sevov je bil namreč le en izolat, ki ga nismo uspeli razvrstiti v 
nobeno skupino, za katerega smo kasneje potrdili da gre za Citrobacter brachii. Tu so 
potrebne dodatne raziskave, saj je to mogoče značilno le za našo zbirko izolatov, nekatere 
druge raziskave namreč poročajo o velikem številu sevov (tudi med APEC) ki jih niso 
uspeli razvrstiti;  
- da potrjujemo  
HIPOTEZO 3: Med filogenetskimi skupinami in nekaterimi virulentnimi dejavniki obstaja 
povezava.  
Kot najbolj virulentna se je izkazala filogenetska skupina B2, najmanj virulentni pa so sevi 
iz skupine A. Pri izolatih s konjugativnimi plazmidi smo našli različne dejavnike virulence, 
od adhezinov, toksinov, sistemov za privzem železa in proteinov vpletenih v serumsko 
odpornost. Za večjo virulenco so pomembni adhezini, sistemi za privzem železa in proteini 
serumske odpornosti. V skupini B2 pa nismo potrdili izolatov z aleli blaSHV-12, blaCMY-2  in 
blaCTX-M-1, zato teh encimov ne moremo povezati z bolj virulentnimi sevi. 
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Kot zelo zanimiva se je izkazala filogenetska skupina F, ki je večinoma sestavljena iz 
izolatov iz jat obolelih za kolibacilozo. Izolati imajo številne dejavnike virulence, nekateri 
se pojavljajo pri vseh izolatih iz te skupine. Kot pomembni so se pokazali sistemi za 
privzem železa, pri vseh izolatih skupine F so namreč prisotni kar trije. V skupino F se 
torej uvrščajo bolj virulentni sevi, ki se pojavljajo pri izbruhih kolisepse (ali 
koliseptikemije), nismo pa potrdili prisotnost konjugativnih plazmidov z izbranimi zapisi 
za fenotipsko odpornost proti antibiotikom; 
- da delno potrjujemo  
HIPOTEZO 4: Med filogenetskimi skupinami in prisotnostjo konjugativnih plazmidov ni 
povezave. 
Izolati s konjugativnimi plazmidi so iz različnih filogenetskih skupin, z izjemo skupine F, 
ki je večinoma sestavljena iz izolatov iz obolelih jat . Največ različnih plazmidov smo sicer 
zaznali v skupinah A in B1, sledijo pa E, D, B2 in C.  
- da je potrebna skrajna previdnost pri potrjevanju TK oziroma izboru TK za nadaljnje 
delo. Potrjevanje le na podlagi rasti in izgleda kolonij na selekcijskih gojiščih in kontrola v 
konjugaciji udeleženih sevov ni zadostna. Potrebno je molekularno potrjevanje, najlažje z 
reakcijo PCR za določanje filogenetskih skupin. Potrjevanje na podlagi profilov ERIC-
PCR je težje, saj imajo lahko nekateri donorji zelo podoben profil kot recipient. Pri 
potrjevanju na podlagi genov za dejavnike virulence, pa moramo biti pozorni na plazmidno 
zapisane dejavnike; 
- da je potrditev konjugativnega prenosa genov za odpornost lahko odvisna tudi od načina 
izvedbe konjugacije (trdno gojišče/tekoče gojišče). 
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7 POVZETEK 
Veliko naših izolatov je odpornih proti starejšim antibiotikom, kot sta ampicilin in 
tetraciklin, saj sta se v preteklosti uporabljala neprevidno in v preveliki meri. Z zakonodajo 
se je uporaba antibiotikov omejevala, vendar so se sčasoma pojavile tudi odpornosti proti 
novejšim antibiotikom. Ker so te pogosto zapisane na konjugativnih plazmidih, lahko 
prihaja do njihovega razširjanja, kar vodi v številne probleme, tako ekološke kot 
gospodarske. V našem primeru ima več kot tretjina izolatov konjugativni plazmid, ki 
kodira odpornosti proti enemu ali več izbranim antibiotikom. Na plazmidih pa se poleg 
odpornosti širijo tudi dejavniki virulence, ki prispevajo k patogenosti bakterij. Kot zadnja 
možnost zdravljenja se uporablja kolistin, zato je njegova uporaba strogo nadzorovana in 
se uporablja le ko ni druge možnosti. V rejah perutnine v Sloveniji se kolistin že leta ne 
uporablja. Pri naših izolatih odpornosti proti temu antibiotiku nismo potrdili, torej je 
zaenkrat v boju proti multirezistentnim sevom še učinkovit. Potrebe po novih antibiotikih 
ali metodah za boj proti njim so velike, saj so bakterije zelo prilagodljive in hitro mutirajo. 
Potrebna je preudarna uporaba znanih antibiotikov in hitra diagnostika občutljivosti, razvoj 
novih antibiotikov, ki napadajo nove tarče ali blokirajo obstoječe mehanizme odpornosti, 
potrebno je natančno poznavanje njihovih mehanizmov v tarčnih organizmih in seveda 
natančno spremljanje odpornosti na mobilnih elementih. Problem prenosa teh odpornosti in 
patogenih lastnosti na človeške patogene namreč predstavlja velik problem javnega 
zdravstva in ne nazadnje tudi veliko ekonomsko breme.  
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PRILOGE 
PRILOGA A 
Seznam vseh izolatov, ki smo jih uporabili v tej magistrski nalogi. 
Priloga A: Seznam vseh izolatov, ki smo jih uporabili v tej magistrski nalogi. 
   
ORIG. OZNAKA IZVOR IN OPREDELITEV OZNAKA SEVA 
7182 A1 5J1 piščanci, jetra 1 
7182 A1 5P1 piščanci, podložni papir 2 
7182 A1 5F1 piščanci, črevo 4 
7182 A18F1 piščanci, feces 5 
7182 A1 8J1 piščanci, jetra 6 
7182 A1 8K1 piščanci, kloakalni bris 8 
7182 A1 5J1 EcAmpC piščanci, jetra 9 
7182 A15F1 EcAmpC piščanci, feces 10 
7293 A1_J1 Pu purani, jetra 11 
7293 A1_P1Pu purani, podložni papir 13 
7523 A2 1F1Pu purani, feces 14 
7523 A2 1Z1Pu purani, zrak 15 
7523 A2 1N1Pu purani, noge 16 
7523 A2 1J1Pu purani, jetra 17 
8687 A3 J1 Pu purani, jetra 18 
8687 A3 F1 Pu purani, feces 19 
8687 A3S1 Pu purani, srce 20 
9686 A4-J1Pu purani, jetra 21 
9686 A4-J2Pu purani, jetra 22 
9686 A4-F1Pu purani, feces 23 
9686 A4-F2Pu purani, feces 24 
9686 A4-Z1Pu purani, zrak 25 
9686 A4-Z2Pu purani, zrak 26 
9686 A4-Z3Pu purani, zrak 27 
8688 AA1-G3Pu purani, brisi obod 28 
8688 AA1-G4Pu purani, brisi obod 29 
8688 AA1 F1 Pu purani, feces 31 
8962 AA2 J1 Pu purani, jetra 32 
8962 AA2 J2 Pu purani, jetra 33 
8962 AA2 F1 Pu purani, feces 34 
10303 AA3 F1 Pu purani, feces 35 
10303 AA3 J1 Pu purani, jetra 36 
7884 A2 58 Z1 piščanci, zrak 37 
7884 A2 58 J1 piščanci, jetra 38 
7884 A2 58 F1 piščanci, feces 39 
7884 A2 58 Z1 Ec ESBL piščanci, zrak 40 
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7884 A2 58 J1 Ec ESBL piščanci, jetra 41 
7884 A2 58 F1 Ec ESBL piščanci, feces 42 
10278 A3 5J1 piščanci, jetra 43 
10278 A3 8J1 piščanci, jetra 44 
10278 A3 5F1 piščanci, feces 45 
10278 A3 8F1 piščanci, feces 46 
10278 A3 5Z1 piščanci, zrak 47 
10278 A3 8Z1 piščanci, zrak 48 
10278 A3 5Z1 piščanci, zrak 49 
10278 A3 5J1 piščanci, jetra 50 
10278 A3 8J1 piščanci, jetra 51 
7007 C1 K1 piščanci, krma 52 
7007 D1 K1 piščanci, pljuča 53 
7007 J1 K1 piščanci, jetra 54 
7007 B2 K1 piščanci, brisi obod 55 
7007 B4 K1 piščanci, brisi obod 56 
7007 C1 P1 piščanci, podložni papir 58 
7779 C2 1J1n piščanci, jetra 59 
7780 C2 1J1 piščanci, jetra 60 
7780 C2 1Z1 piščanci, zrak 61 
7780 C2 1F1 piščanci, prevleke 62 
9980 C3 J1 piščanci, jetra 63 
9980 C3 J2 piščanci, jetra 64 
9980 C3 F1 piščanci, feces 65 
9980 C3 F2 piščanci, feces 66 
9980 C3 Z1 pščanci, zrak 67 
9980 C3 2Z16a Ec ESBL piščanci, zrak 68 
9980 C3 4 J1 Ec AmpC piščanci, jetra 69 
9980 C32Z17a Ec AmpC piščanci, zrak 70 
6870 XA 1J1 piščanci, jetra-kolibaciloza 71 
6870 XA 4J1 piščanci, jetra-kolibaciloza 72 
6870 XA 3J1 Ec ESBL piščanci, jetra-kolibaciloza 73 
6976 XA J1 purani, jetra-kolibaciloza 74 
7228 XA 1S1 brojlerji, srce-kolibaciloza 75 
7228 XA 1J1 brojlerji, jetra-kolibaciloza 76 
7228 XA 4S1 brojlerji, podkožje-kolibaciloza 77 
8180 XA1 J1 purani, jetra-kolibaciloza 79 
8180 XA1 F1 purani, feces-kolibaciloza 80 
8791 XA S1 brojlerji, srce-kolibaciloza 81 
8791 XA J1 brojlerji, jetra-kolibaciloza 82 
6870 XA 4J1 Ec ESBL piščanci, jetra-kolibaciloza 83 
6870 XA 2P1 Ec ESBL piščanci, podložni papir-kolibaciloza 84 
6870 XA 3P1 Ec ESBL piščanci, podložni papir-kolibaciloza 85 
9297 XA-J1 purani, jetra-kolibaciloza 86 
9298 XA-J1 purani, jetra-kolibaciloza 87 
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8805 XC D1 piščanci, jetra-kolibaciloza 88 
8805 XC D2 piščanci, jetra-kolibaciloza 89 
8805 XC S1 piščanci, srce-kolibaciloza 90 
vakcinacijski sev  91 
VF2364 piščanci, feces 95 
VF2372 piščanci, feces 99 
EcE XC-1 piščanci, jetra-kolibaciloza 101 
EcE XC-2 piščanci, feces-kolibaciloza 102 
EcE XC-2 piščanci, zrak-kolibaciloza 103 
EcE XC-2 Ec AmpC piščanci, feces-kolibaciloza 104 
EcA XA52 Ec ESBL piščanci, jetra-kolibaciloza 105 
EcA X152 Ec AmpC piščanci, copatki-kolibaciloza 106 
EcA XA 5 piščanci, zrak-kolibaciloza 107 
EcE AB2 Ec ESBL piščanci, jetra 108 
EcE AB2 piščanci, copatki 109 
EcE AB2 piščanci, jetra-kolibaciloza 110 
XA-J1 10 piščanci, jetra-kolibaciloza 111 
XC2-251 piščanci, jetra-kolibaciloza 112 
EcE P Ec AmpC piščanci, noge-kolibaciloza 114 
EcA XB-n piščanci, jetra-kolibaciloza 115 
Ec Pu piščanci, feces-kolibaciloza 116 
XC-1D1 6 piščanci, feces-kolibaciloza 117 
XA-1F1 2 piščanci, feces-kolibaciloza 118 
XA-D1 33 Ec AmpC piščanci, jetra-kolibaciloza 119 
EcA XB-1 piščanci, noge-kolibaciloza 120 
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PRILOGA B 
Potrjevanje TK-primer 31 AMP (filogenetska skupina donorja B1). Po konjugaciji z 
donorjem 31 so na selekcijski plošči AZI +AMP rastle kolonije, ki so rastle tudi po 
precepljanju. Testirali smo jih z reakcijo PCR za filogenetske skupine: kolonija je iz 
skupine A1 (tako kot recipient) zato smo TK potrdili. 
Priloga B: Potrjevanje transkonjugant-primer 31 AMP. 
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PRILOGA C 
Potrjevanje TK-primer 83 AMP (filogenetska skupina donorja B1).Po konjugaciji z 
donorjem 83 so na selekcijski plošči AZI + AMP rastle kolonije, ki so rastle tudi po 
precepljanju. Testirali smo jih z reakcijo PCR za filogenetske skupine: kolonija je iz 
skupine A1 (tako kot recipient) zato smo TK potrdili. 
Priloga C: Potrjevanje transkonjugant-primer 83 AMP. 
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PRILOGA D 
Potrjevanje TK-primer 33 (filogenetska skupina donorja B1). Po konjugaciji z donorjem 33 
so na selekcijski plošči AZI + AMP rastle kolonije, ki so rastle tudi po precepljanju. 
Testirali smo jih z reakcijo PCR za filogenetske skupine: kolonija je iz skupine B1, zato to 
ni TK. 
Priloga D: Potrjevanje transkonjugant-primer 33. 
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PRILOGA E 
Potrjevanje TK- primer 16 (filogenetska skupina donorja B1). Po konjugaciji z donorjem 
16 so na selekcijski plošči AZI + CIP rastle kolonije, ki pa po precepljanju niso rastle, zato 
ne gre za TK. 
Priloga E: Potrjevanje transkonjugant- primer 16. 
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PRILOGA F 
Potrjevanje TK-primer 105 AMP(filogenetska skupina A1). Po konjugaciji z donorjem 105 
so na selekcijskih ploščah AZI + AMP, AZI + TET, AZI + TMP in AZI + CTX rastle 
kolonije, ki so rastle tudi po precepljanju. Testirali smo jih z reakcijo ERIC PCR: potrjena 
je bila le TK iz selekcijske plošče AZI + AMP, ki ima eric-profil kot recipient J53, ostali 
primeri so imajo profil enak donorju, zato v teh primerih ne gre za TK. 
Priloga F: Potrjevanje transkonjugant-primer 105 AMP. 
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PRILOGA G 
Potrjevanje TK-primer 90 TET(filogenetska skupina donorja B1). Po konjugaciji z 
donorjem 90 so na selekcijskih ploščah AZI + AMP, AZI + TET in AZI + CIP rastle 
kolonije, ki so rastle tudi po precepljanju. Testirali smo jih s PCR reakcijo za filogenetske 
skupine: potrdili smo le TK iz selekcijske plošče AZI + TET, ki je iz skupine A1, ostala 
dva primera sta iz skupine B1, zato nista TK.Priloga G: Potrjevanje transkonjugant-primer 90 TET. 
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PRILOGA H 
Primeri restrikcijskih profilov plazmidov izoliranih iz donorjev 39, 51, 56, 58, 62, 64, 68, 
70, 105 in 108. Restrikcijo smo naredili z encimoma EcoRI in HindIII. 
 
